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Introducción: El cartílago articular recubre las extremidades de los huesos largos, provee 
protección a las uniones articulares y se forma a partir de la matriz secretada por los 
condrocitos. Las lesiones del cartílago afectan del 10% al 12% de la población, ocasionando 
como principal síntoma dolor y pérdida de movilidad de las articulaciones afectadas. Ante la 
baja capacidad de regeneración del cartílago articular, se propone el uso de células 
mesenquimales, diferenciadas a condrocitos, para lograr su restauración. Las células 
mesenquimales poseen capacidad de diferenciación en condiciones específicas de cultivo. Sin 
embargo, no existe actualmente un procedimiento que logre mantener una diferenciación hacia 
condrocitos estables, con correcta secreción de matriz extracelular, ya que las células 
diferenciadas progresan hacia un estado hipertrófico en el que secretan factores de 
degradación y calcificación de la matriz extracelular. En este proyecto proponemos el uso de 
factores de crecimiento, en esquemas de exposición y en un soporte osteocondral, con el fin 
de alcanzar la estabilidad de los condrocitos generados a partir de células mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo (Ad-MSC). 
Objetivo: Efectuar la exposición secuencial de factores de crecimiento sobre la diferenciación 
condrogénica de células troncales humanas derivadas de tejido adiposo, cultivadas en un 
sistema tridimensional y comprobar el grado de mantenimiento de sus características 
condrogénicas. 
Metodología: Se realizó el aislamiento de Ad-MSCs y se evaluó la expresión de los marcadores 
de multipotencia SOX2, NANOG, OCT3/4, y SSEA4. Se realizo la fabricación de andamios 
bifásicos osteocondrales a partir de matriz de cartílago, fibroína de seda y matriz de hueso, para 
generar un sistema de soporte tridimensional el cual simule el microambiente condrocítico. Las 
Ad-MSCs fueron expuestas a diferentes esquemas de diferenciación condrogénica mediante 
factores de crecimiento y se realizó la evaluación de sus marcadores condrogénicos, 
hipertróficos y mesenquimales mediante qPCR e histología durante los periodos analizados, 
determinando el esquema con mejor potencial de diferenciación estable. 
Resultados: Se realizó el aislamiento Ad-MSCs bajo condiciones xeno-free, las cuales 
presentan características mesenquimales. Las células expandidas exhibieron los marcadores 
de multipotencialidad esperados para células troncales adultas (NANOG, OCT3/4 y SOX2). 
Después de su exposición a los esquemas de diferenciación en los andamios bifásicos 
tridimensionales, todos los grupos presentaron la expresión tanto de marcadores 
condrogénicos como osteogénicos, sin embargo, el uso de FGF2 (10 ng/ml) seguido de una 
combinación de IGF1 (100 ng/ml) y TGF-β1 (10 ng/ml) y mantenimiento en TGF-β1 (10ng/ml) 
mostraron la mejor firma de diferenciación condrogénica y el menor nivel de expresión 
hipertrófica, manteniendo una deposición estable de la matriz extracelular hasta el día 33. 
Conclusiones: Se logró realizar el aislamiento de Ad-MSCs, las cuales mantienen su 
característica multipotente en los pasajes utilizados, y se consiguió establecer un esquema de 
exposición el cual promueve una diferenciación estable de Ad-MSCs a condrocitos mediante el 
uso de factores de crecimiento, combinado con un sistema de soporte tridimensional el cual 
recrea el microambiente condrocítico, ralentizando el proceso de progresión hipertrófica, con 
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1.1 Cartílago Articular. 
El cartílago articular es un tipo de tejido conectivo aneural, avascular y 
alinfático de entre 1mm y 4mm de espesor el cual se encuentra 
recubriendo las extremidades de los huesos largos y provee de 
resistencia mecánica a la compresión y a la fricción entre los mismos, 
protegiendo de esta forma las uniones articulares (1). Este tipo de 
cartílago hialino provee una superficie suave, lisa y lubricada que ayuda a 
reducir la fricción y la carga mecánica sobre el hueso subcondral, gracias 
a sus características de elasticidad y flexibilidad (2). 
El tejido de cartílago se encuentra anclado al hueso subcondral, formando 
una unidad osteocondral subdividida en regiones específicas, con 
morfología celular, rearreglo tridimensional y componentes proteicos 
dependientes de la zona del cartílago articular. La región de hueso se une 
al cartílago a través de una fase de cartílago calcificado y depletado en 
proteoglicanos, mientras que la zona de cartílago se subdivide a su vez en 
3 zonas: 
• zona superficial: En esta región las células se encuentran en forma 
elongada con un arreglo de forma tangencial a la superficie del 
cartílago y consta de una capa fina de fibras de colágeno tipo II. 
• zona intermedia: Zona central, donde las células se encuentran de 
forma redondeada u ovoide, con una distribución al azar, y la matriz 
consta de una mayor cantidad de proteoglicanos. 
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• Zona profunda: En contacto con el hueso subcondral, las células se 
encuentran de forma redondeada y acomodadas a modo de 
columnas cortas. 
Cada una de estas zonas posee una densidad celular, organización y 
matriz extracelular (MEC) diferentes, creando así una matriz tridimensional 
compleja difícil de simular in vitro, la cual en conjunto con el hueso 

















Figura 1. Rearreglo tridimensional de matriz de la unidad osteocondral. Modificado de 




1.1.1 Estructura del cartílago. 
El cartílago articular se encuentra formado a partir de la matriz 
extracelular secretada por los condrocitos, y se encuentra compuesto de 
múltiples proteínas que aportan las propiedades mecánicas propias de 
este tejido. 
• Colágeno: Representa aproximadamente el 60% del peso seco del 
cartílago y aporta la fuerza de resistencia mecánica a la 
compresión, del cual el colágeno tipo II se encuentra en una mayor 
proporción, con hasta un 80% de los componentes colágenos del 
cartílago (4). El colágeno tipo II es usado como uno de los 
principales marcadores histológicos de este tipo de tejido. 
Existiendo además la presencia de colágenos tipo I, IV, VI, IX, X, XI, 
XII y XIII los cuales participan en menor cantidad durante las 
diferentes etapas de maduración del cartílago articular y aportan 
parte de las propiedades mecánicas, organización interna y forma 
del cartílago articular (3). 
• Proteoglicanos: Componen entre el 5% y 12% del cartílago articular 
(4), se encuentran formados de glicosaminoglicanos sulfatados, 
como el condroitín sulfato y el queratán sulfato, los cuales se unen 
al ácido hialurónico mediante proteínas de enlace. Los 
proteoglicanos forman moléculas de gran extensión que permiten 
una alta retención de moléculas de agua, la cual forma del 65% al 
80% del volumen total del cartílago, aportando sus características 
de flexibilidad y viscoelasticidad (4,5). 
• Proteínas no colágenas: permiten el anclaje de los condrocitos al 
sustrato de cartílago mediante su unión a los receptores de 
membrana. Estas proteínas forman una red de señalización 
molecular que permite a los condrocitos detectar los cambios en su 
microambiente, regulando de esta forma su migración, proliferación 




Los condrocitos son células derivadas del mesénquima y son 
considerados la única línea celular presente en el cartílago hialino 
articular, siendo los responsables de la secreción de matriz extracelular 
que conforma este tejido (8).  
Los condrocitos conforman tan solo el 2% del volumen total del cartílago 
articular y varían de entre 5µm a 15µm de diámetro. Poseen un sistema 
altamente desarrollado de gránulos secretorios y una elevada actividad 
biosintética durante su etapa de maduración, la cual disminuye una vez 
alcanzada su madurez. En su estadio maduro, los condrocitos suspenden 
su división celular y se mantienen agrupados en lagunas rodeadas de 
matriz extracelular, creando un ambiente anóxico responsable del 
metabolismo anaerobio propio de los condrocitos (8,9). 
 
1.2.1 Desarrollo embrionario y postnatal de los condrocitos. 
El rastreo del linaje celular de los condrocitos permite determinar su 
origen y morfogénesis en el tejido articular durante el desarrollo 
embrionario y postnatal, permitiendo determinar el origen heterogéneo del 
tejido articular.  
Las células pre-condrocíticas, provenientes del mesénquima, comienzan 
con un proceso de condensamiento celular, el cual inicia desde la etapa 
embrionaria, acompañado de la expresión de moléculas involucradas en la 
adhesión célula-célula, como N-cadherina (10). Este proceso se lleva a 
cabo en los extremos articulares de los huesos largos, mediante la 
expresión de los factores de transcripción SOX9 y GDF5, iniciando con la 




Una vez en la etapa postnatal el volumen interno de los condrocitos se 
incrementa y comienza el periodo de producción de matriz extracelular, 
generando una abundante cantidad de colágenos, proteoglicanos y 
proteínas no colágenas. La secreción de matriz extracelular tiene como 
consecuencia el crecimiento y remodelación del tejido de cartílago hacia 
sus diferentes zonas articulares y hueso subcondral(11). 
Una vez que el tejido de cartílago alcanza su madurez, adquiere 
características avasculares, aneurales y alifáticas, lo que reduce su 
densidad celular y capacidad de regeneración. Este proceso limita los 
procesos de reparación o regeneración del tejido (11). 
El lograr descifrar los mecanismos moleculares responsables de guiar el 
proceso de generación y maduración del cartílago articular, así como de 
los componentes que manipulan el proceso condrogénico y formación de 
matriz extracelular, son necesarios para determinar una posible estrategia 
de regeneración del cartílago articular. 
 
1.2.2 Interacción con el microambiente 
El proceso de condrogénesis se encuentra regulado por un complejo de 
interacciones célula-célula y célula-matriz, así como por una gran cantidad 
de moléculas solubles de señalización celular (factores de crecimiento y 
diferenciación). Estos factores permiten el desarrollo, maduración y 
homeostasis del cartílago articular, y constan de moléculas de 
señalización como proteínas de la familia del factor de crecimiento 
transformante beta (TGFβ), proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs) y 
factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs), los cuales activan 
factores de transcripción como el factor determinante del sexo 9 (SOX9), 
considerado el principal responsable de llevar a cabo el proceso de 
condrogénesis (12) (Figura 2). 
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Estos factores de transcripción encargados del proceso condrogénico 
han demostrado ser inducibles mediante modelos In vitro (13), por lo cual 
se propone pueden ser utilizados para llevar a cabo una estimulación 
celular que permita la regeneración del cartílago articular ante un proceso 




El tejido articular adulto expresa las integrinas α1β1, α3β1, α5β1, α10β1, 
αVβ1, αVβ3, y αVβ5, cuya función es la de mediar la adhesión del 
condrocito a las proteínas de matriz extracelular (fibronectina y colágenos 
tipo II y VI), las cuales proveen señales que regulan la proliferación, 
supervivencia, diferenciación y remodelamiento de la matriz de cartílago 
mediante la activación de las proteínas MAP quinasas, resultando en la 
regulación de la expresión génica (15). 
La importancia de la matriz extracelular para la supervivencia de los 
condrocitos ha sido demostrada en ratones knockout para la integrina 
Figura 2. Maduración condrocítica y formación de cartílago y hueso. Modificado de 
Rodeo et al. 2017 (2). 
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α1β1, así como en aquellos deficientes en colágeno II, los cuales muestran 
un incremento en el número de condrocitos apoptóticos (16). 
Los condrocitos son afectados por los componentes de la matriz, así 
como por los estímulos biomecánicos transferidos a través de la misma 
(17), tanto que aún se desconoce si la afección de la matriz extracelular es 
la que ocasiona el daño a los condrocitos y genera el proceso 
degradación articular o los condrocitos son los primeros afectados y ellos 
generan la degradación de la matriz extracelular (17). 
 
La modulación de los condrocitos se ve entonces regulada tanto por 
factores solubles (factores de crecimiento) como por los componentes de 
la matriz celular (cadherinas, colágeno tipo II), los cuales en conjunto 
generan las señales que llevan al condrocito hacia procesos de 








Figura 3. Factores de modulación de la actividad condrocitica. Modificado de Aigner et 





1.3 Daño estructural del cartílago 
Los procesos de daño al cartílago articular, ya sea por traumatismo, 
enfermedad, así como por el desgaste natural con la edad, se han visto 
incrementados actualmente debido a una mayor longevidad y sobrepeso 
de la población mundial (18), afectando del 10% al 12% de la población 
(19). 
Tan solo en los Estados Unidos, se realizan alrededor de 1.7 millones de 
cirugías osteocondrales cada año (20), encontrando lesiones en el 60% de 
los pacientes sometidos a una artroscopia de rodilla (5). 
El proceso de apoptosis de los condrocitos puede ser inducido mediante 
el daño mecánico, pérdida de la matriz extracelular, perdida de factores de 
crecimiento o niveles excesivos de especies reactivas de oxígeno (ROS). 
Donde el exceso de carga mecánica es uno de los mayores riesgos para la 
formación de este tipo de daño y el desarrollo de osteoartritis, 
ocasionando la degradación del colágeno, perdida de 
glicosoaminoglicanos y apoptosis de los condrocitos (16). 
El daño al cartílago articular ocasiona como principal síntoma el dolor y 
pérdida de movilidad de las articulaciones afectadas, progresando a la 
degradación de la articulación con o sin afección del hueso subcondral. 
Cuando la afección no es tratada, la degeneración articular conlleva a un 
proceso de osteoartritis.  
Existen múltiples abordajes médicos posibles dependiendo la profundidad 
y extensión del daño, que van desde la inhibición del dolor articular 
mediante antiinflamatorios no esteroideos, hasta un remplazo total de 







1.3.1 Tratamiento del daño articular. 
Debido a la cualidad avascular del cartílago, este posee una muy limitada 
capacidad de auto regeneración, por lo que, ante un daño significativo, 
existen pocos abordajes médicos disponibles para su recuperación. 
A pesar de la aparente simplicidad del cartílago al estar conformado a 
partir de un solo linaje celular (condrocitos), este tejido consiste de 
múltiples capas diferentes en organización, densidad celular, composición 
de matriz extracelular y orientación de fibras de colágeno, lo cual dificulta 
los abordajes de tratamiento, los cuales tratan de reparar el daño o 
disminuir el dolor y la falta de movilidad (19) (Figura 4): 
 
• Tratamiento sintomático: Uso de antiinflamatorios no esteroideos, 
inhibidores de COX2 e inyecciones intraarticulares de corticosteroides, 
ácido hialurónico o plasma rico en plaquetas, los cuales buscan 
disminuir el proceso de inflamación y dolor articular. 
 
• Procedimientos de restauración: 
▪ Microfractura del hueso subcondral. Estimulación de células 
troncales del hueso subcondral mediante la perforación de la 
capa externa del mismo, con la intención de que las células 
migren y generen nueva matriz extracelular como medio de 
relleno del daño articular, sin embargo este tejido de relleno 




▪ Autoinjerto de cartílago (mosaicoplastía). Uso de explantes de 
cartílago obtenidos de un sitio donante del mismo paciente, a 
partir de cartílago articular de sitios no expuestos a extensa 
carga mecánica. 
▪ Implantación de condrocitos autólogos. Consiste en tomar 
explantes de cartílago del propio paciente, a partir de una zona 
de bajo soporte de carga, realizar el aislamiento de los 
condrocitos embebidos en la matriz extracelular y su expansión 
en cultivo para posterior reimplantación en el sitio de daño. 
Puede ser utilizada en combinación con matrices de colágeno u 
otros componentes que mejoren la adhesión y soporte de los 
condrocitos. El uso de condrocitos autólogos es uno de los 
abordajes con mejores resultados clínicos, con una duración de 
hasta 10 años. Sin embargo, es un procedimiento altamente 
complejo que requiere 2 sitios de operación, un periodo largo de 
recuperación (6-12 meses) y puede conllevar a la degeneración 
del tejido donde se obtuvo el cartílago donante (21). 
 
• Tratamientos en desarrollo: Consisten en la regeneración del cartílago 
mediante el uso de células troncales, que pueden ser aisladas de 
diferentes sitios donantes, las cuales tienen la capacidad de ser 
diferenciadas hacia condrocitos en condiciones de cultivo específicas. 
Así como el uso de constructos de tejido que emulen el cartílago 
nativo, mediante soportes naturales o sintéticos cargados con células 
o factores de crecimiento que permitan ser insertados en el sitio de la 










Este tipo de tratamientos, sintomáticos o de restauración, tratan de inhibir 
el dolor o rellenar el sitio de la lesión, mediante el uso del propio cartílago 
de un sitio donante y expansión in vitro de condrocitos autólogos. Estos 
tratamientos poseen complicaciones quirúrgicas propias del método 
(morbilidad del sitio donante) y son soluciones que carecen de un efecto a 
largo plazo (22), debido a que el tejido de relleno formado suele progresar 
hacia la formación de tejido fibrocartilaginoso, el cual carece de las 
características adecuadas, con propiedades bioquímicas y biomecánicas 
insuficientes para la realización de las funciones biológicas del cartílago 
nativo, además de contar con el inconveniente de un segundo sitio de 
intervención quirúrgica (23). 
Figura 4. Abordajes quirúrgicos para la restauración de cartílago. Modificado de 





Es por esto que los tratamientos en desarrollo mediante ingeniería de 
tejidos, como el uso de células troncales, son propuestos como un 
método para lograr la restauración completa y a largo plazo del cartílago 
articular (24). Considerando también el uso de soportes estructurales para 
su implantación en el sitio lesionado con el fin de lograr una regeneración 
del cartílago, sin una degeneración hacia tejido de fibrocartílago. 
 
1.4 Células troncales 
Las células troncales son células indiferenciadas, progenitoras de todos 
los linajes celulares, con capacidad de autorrenovación, propiedades 
antiinflamatorias y con la posibilidad de ser diferenciadas hacia diferentes 
linajes celulares bajo su estimulación en condiciones de cultivo (25).  
De forma natural, las células troncales generan una baja respuesta 
inmunogénica, disminuyendo el riesgo de rechazo y permitiendo el 
trasplante de células troncales alogénicas (26), debido a que estas poseen 
una baja presentación antigénica y propiedades inmunomoduladoras 
(27,28). Las células troncales son capaces de regular el sistema inmune 
mediante la secreción de factores antiinflamatorios (PGE2, IL-10 y G-CSF) 
(26,29,30) que al reducir las señales de inflamación, permiten la 
recuperación de los tejidos dañados. Estas células presentan además la 
capacidad de viajar a través del sistema circulatorio y adentrarse en los 
tejidos afectados (homing) mediante la detección de quimiocinas 
atrayentes (SDF-1) (31,32). Debido a estas propiedades, las células 
troncales son extensivamente investigadas para su uso clínico, con más 
de 6700 estudios clínicos activos que involucran el uso de este tipo de 
células, a nivel mundial (33). 
Las células troncales se subdividen en diferentes categorías de acuerdo a 
su  potencial de diferenciación (25) (Figura 5): 
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• Totipotentes: con capacidad de dividirse y producir todos los linajes 
celulares del organismo, así como la capacidad de formar un 
organismo completo, provenientes del cigoto. 
• Pluripotentes: capaces de diferenciarse en los linajes derivados de las 
3 capas germinativas (ectodermo, endodermo y mesodermo), pero sin 
la capacidad de formar un organismo completo, provenientes del 
embrión en desarrollo. 
• Multipotentes: Derivadas de cada una de las capas germinativas, son 
capaces de formar múltiples linajes celulares específicos de una de 
dichas capas, como lo son las células troncales hematopoyéticas, 
neuronales, intestinales y mesenquimales, las cuales permanecen en 
una baja proporción en los tejidos adultos y permiten la regeneración 
natural de los mismos. 
 




Las células troncales multipotentes permanecen en los tejidos adultos 
como un mecanismo de regeneración de los tejidos dañados y pueden ser 
aisladas y expandidas en cultivo para su utilización clínica, como el caso 
de las células troncales mesenquimales, derivadas del mesénquima (34). 
 
1.4.1 Células troncales mesenquimales 
Las células troncales mesenquimales (MSCs) fueron descritas por primera 
vez en la década de 1960 (35), como células con una importante capacidad 
de proliferación, y capaces de diferenciarse a diferentes linajes celulares 
del mesénquima, incluyendo osteocitos, adipocitos y condrocitos (36). 
Estas células se caracterizan por presentar un marcaje positivo para los 
marcadores de membrana característicos de este subtipo como CD44+, 
CD90+ y CD105+, mientras que muestran marcaje negativo para CD45- y 
CD14- (18) que corresponden a células hematopoyéticas.  
El estadio indiferenciado (multipotente) de las MSCs adultas es mantenido 
por la expresión de factores de transcripción como el factor a de unión a 
octámero (OCT3/4), Nanog homeobox (NANOG) y el factor de 
transcripción SRY (SOX2) los cuales regulan su capacidad de 
autorrenovación y permiten la capacidad de diferenciación a los linajes 
celulares derivados del mesénquima, como los condrocitos (37,38).  
Entre estos factores, OCT3/4 se encuentra expresado de forma específica 
en células mesenquimales pluripotentes durante la embriogénesis, y se 
encuentra involucrado en los procesos del desarrollo embriogénico y 
mantenimiento de las células troncales, así como en crecimiento tumoral y 
metástasis, uniéndose a SOX2 para inducir los procesos de transcripción 




NANOG por su parte se encarga de bloquear la diferenciación de las 
células troncales hacia los fenotipos especializados y copera con OCT3/4 
y SOX2 para controlar la expresión génica, manteniendo la capacidad de 
pluripotencia (41), encontrándose inhibidos una vez las células troncales 
han sido diferenciadas (40). 
Estos factores (OCT3/4, SOX2 y NANOG) pueden ser localizados tanto en 
el núcleo como en citoplasma, con una diferente funcionalidad 
dependiendo de su localización celular, sin embargo estas funciones no 
han podido ser esclarecidas de manera precisa (39). OCT3/4, SOX2 y 
NANOG han demostrado además la capacidad de inducir un estado de 
pluripotencia a partir de células adultas somáticas transfectadas con 
dichos factores, permitiendo la generación de células troncales 
pluripotentes inducidas (iPSCs), las cuales, al igual que las células 
troncales, pueden ser capaces de diferenciarse a los diferentes tejidos del 
organismo (40). 
Entre las células troncales existen aquellas con diferentes niveles de 
troncalidad, las cuales permiten su diferenciación en mayor o menor 
rango de linajes celulares. Entre estas, las células troncales embrionarias 
son capaces de diferenciarse a los 3 linajes de las capas germinativas, y 
son identificadas mediante el antígeno embrionario especifico de etapa 
(SSEA4) (42), el cual no se encuentra expresado en células 
mesenquimales adultas. 
Debido a su posibilidad del aislamiento, uso y manipulación, las células 
mesenquimales se han propuesto como un método innovador de 
aplicación en el campo de la medicina regenerativa para el desarrollo de 
terapias basadas en células (20). 
Mediante la utilización de agentes químicos y factores de crecimiento, es 
posible lograr la diferenciación de células mesenquimales hacia múltiples 
linajes celulares, con la intención de reponer las células perdidas debido 
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al daño o desgaste de los tejidos afectados, como en el caso de daño en el 
tejido de cartílago articular (43,44). 
Las células mesenquimales pueden ser aisladas de diferentes tejidos del 
cuerpo humano, como medula ósea, pulpa dental, piel, cordón umbilical y 
tejido adiposo (45,46). Sin embargo, el tejido graso se coloca como una 
fuente de fácil acceso y aislamiento de células troncales mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) (45). Las Ad-MSCs son las células 
mesenquimales más fácilmente accesibles, y su estudio in vitro ha 
demostrado una capacidad proliferativa y capacidad de diferenciación 
similar las obtenidas de medula ósea, con una capacidad de proliferación 
que no se ve influenciada por la edad de la persona de la que se obtienen. 
Siendo consideradas como la fuente ideal de células mesenquimales, al 
ser aisladas en cantidades relativamente grandes, con propiedades no 
inmunogénicas y antiinflamatorias, además de mínimas consideraciones 
éticas (21). 
Estas células poseen un potencial de diferenciación con capacidad 
condrogénica. Es por esto que se propone su uso en la regeneración de 
daño del cartílago articular para la efectiva regeneración de este tejido 
(47,48). 
 
1.4.2 Diferenciación condrogénica 
Durante el proceso de diferenciación, una célula menos especializada se 
transforma gradualmente en un linaje celular altamente especializado, con 
una función y morfología limitados, reduciendo su habilidad de 
renovación y pluripotencia (49). 
Existe un gran número de esfuerzos por lograr la diferenciación de MSCs 
hacia condrocitos, los cuales se basan en los mecanismos involucrados 
durante la diferenciación condrogénica embrionaria, utilizando 
condiciones de cultivo específicas para su diferenciación como el uso de 
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medio condrogénico (dexametasona, ácido ascórbico, insulina, 
transferrina y selenito), y la adición de factores de crecimiento, inductores 
de la diferenciación.  
Debido al amplio estudio que se ha llevado a cabo en el proceso de 
diferenciación de MSCs a condrocitos, son múltiples los factores de 
crecimiento que han sido utilizados, como TGFβ1, TGFβ3, BMP2, BMP7 e 
IGF1 entre otros (50–52). En particular, TGFβ1, es uno de los factores 
clave y uno de los más comúnmente utilizados para la diferenciación 
condrogénica (53), el cual actúa a través de la activación de la vía de 
señalización de SMAD2/3. 
El proceso de diferenciación condrogénica puede ser llevado a cabo 
también mediante el uso de otras alternativas como el co-cultivo de MSCs 
con condrocitos, y mediante la modulación del microambiente celular, 
como el uso de matrices que simulen las condiciones propias de los 
condrocitos (54), ya sea en condiciones de cultivo en monocapa, cultivo 
de alta densidad o en andamios tridimensionales. 
A pesar de ser los condrocitos el único linaje celular contenido en el 
cartílago (4) y considerando la capacidad de diferenciación de las MSC 
hacia los mismos, el mayor reto para la utilización de células madre 
diferenciadas a condrocitos para el tratamiento de afecciones del 
cartílago, es el proceso de hipertrofia celular, el cual consiste en la 
desdiferenciación del linaje condrocítico y subsecuente recambio en la 
producción de matriz extracelular producida por las células diferenciadas, 
hacia una matriz fibrocartilaginosa. 
Hasta el momento, no existe un procedimiento eficaz que logre el objetivo 
de obtener una línea estable de condrocitos articulares derivados de 
MSCs con una correcta secreción de matriz extracelular y que puedan ser 




1.5 Hipertrofia y formación de fibrocartílago 
Las etapas de la formación de cartílago durante el desarrollo embrionario 
incluyen el proceso de condensación celular, secreción de colágenos tipo 
I y II, formación de interzonas y estabilización del cartílago articular. 
Durante este proceso, los componentes de la matriz y los factores de 
crecimiento juegan un papel crítico en la señalización y comunicación 
celular (1), permitiendo generar un fenotipo estable de condrocitos en las 
extremidades de los huesos largos durante la embriogénesis.  
Sin embargo, durante el desarrollo embrionario, el cartílago funge también 
como un templado temporal para el proceso de osificación endocondral 
de los huesos largos (36), el cual se lleva a cabo mediante los mismos 
procesos de  condensación celular, condrogénesis, proliferación 
condrogénica, desdiferenciación hipertrófica y remplazo de cartílago por 
tejido óseo (10), por lo que los condrocitos formados como parte de este 
proceso incrementan su volumen celular y pasan a un estado hipertrófico, 
para eventualmente morir por apoptosis. Los restos celulares son 
removidos por fagocitosis y remplazados por osteoclastos, los cuales 
finalizan el remodelamiento de la matriz y son reemplazados por 
osteoblastos para formar el tejido óseo (4). 
De manera muy similar, el proceso de hipertrofia de las MSCs 
diferenciadas a condrocitos se lleva a cabo a través de un cambio en la 
morfología celular y producción de matriz extracelular, el cual se 
caracteriza por un recambio en el tipo de matriz secretada por los 
condrocitos hipertróficos. Los condrocitos en estado hipertrófico secretan 
factores responsables de degradación de matriz extracelular y su 
calcificación (Colágeno tipo X, fosfatasa alcalina (ALP), factor vascular 
endotelial (VEGF), metaloproteasa de matriz (MMP13), osteopontina (OPN) 
y osteocalcina (OCN). Este proceso genera un recambio en los subtipos 
de colágeno, con un cambio en la producción de colágeno tipo II a 
colágeno tipo I y tipo X, y degradación del colágeno tipo II a través de la 
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Figura 6. Histología del cartílago nativo y fibrocartílago. Modificado de 
Peter Takizawa (109) 
 . 
secreción de MMP13. Mientras que el colágeno tipo X y la fosfatasa 
alcalina (ALP) promueven en conjunto la acumulación de calcio, 
mineralización del tejido e hidrólisis de fosfato orgánico para la formación 
de hidroxiapatita. La secreción de VEGF activa la invasión vascular, 
resorción de la matriz y la formación de la cavidad medular (55). 
Por lo tanto, los cambios fenotípicos observados en los condrocitos 
durante la degeneración del cartílago, asemejan a aquellos observados 
durante la osificación endocondral, compartiendo un mecanismo 
regulatorio entre ambos procesos (56). 
La fase final de este proceso da lugar a un tejido de tipo fibroso, 








El proceso de hipertrofia se encuentra modulado por un decremento en la 
expresión del factor de transcripción SOX9, principal promotor del 
proceso condrogénico mediante la estimulación de factores como 
colágeno II y proteoglicanos. SOX9 actúa además como un supresor del 
factor RUNX2, encargado del mecanismo de osificación, diferenciación 
osteoblástica, formación de hueso y morfogénesis esquelética (18,58). La 
inhibición de SOX9, conlleva por lo tanto a un aumento en la expresión de 
RUNX2, iniciando el proceso de hipertrofia y recambio de matriz mediante 
la activación de los factores COL X, VEGF, MMP13 y ALP (Figura 7).  
Cartílago Nativo Fibrocartílago 
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Figura 7. Hipertrofia y recambio de matriz celular. Modificado de 







Es debido a este proceso hipertrófico que los abordajes in vitro e in vivo 
para la regeneración de cartílago articular a partir de la diferenciación de 
células mesenquimales han sido insuficientes para lograr mantener un 
fenotipo condrocítico estable y mantener una generación de matriz 
extracelular similar a la del tejido nativo. Donde hasta el momento estos 
abordajes desarrollan una subsecuente hipertrofia y recambio de matriz 
extracelular, hacia la formación de tejido de fibrocartílago similar al tejido 
óseo. 
La diferenciación de MSCs hacia condrocitos maduros y estables ha 
demostrado requerir una precisa combinación de factores condrogénicos 
y osteogénicos, existiendo cambios constantes en el microambiente local 
durante su progresión biológica. Esto ha sido previamente demostrado de 
diversas maneras; las células embrionarias diferenciadas a condrocitos 
expresan RUNX2 durante sus primeras etapas (18) y la generación de 
ratones deficientes en RUNX2 muestran una falta de maduración de los 
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condrocitos (18). Por lo que es necesaria una correcta modulación del 
tanto del microambiente como estímulos adecuados en momento y 
cantidad correctos, como el uso de factores de crecimiento y 
diferenciación, en un microambiente tridimensional propicio para la 
condrogénesis. 
 
1.5.1 Estrategias para prevenir la hipertrofia 
Las estrategias de regeneración de cartílago articular deben considerar, el 
componente celular, la adecuada interacción célula-célula y célula-matriz, 
mediante el uso de sistemas de soporte adecuados, el uso agentes 
bioactivos que permitan la adhesión celular, y la generación de un 
microambiente apropiado para el fenotipo condrocítico. Aunado a la 
apropiada adición de estimulantes o factores de crecimiento que 
promuevan una diferenciación hacia el fenotipo condrocítico (59), para 
que en conjunto logren llevar a cabo el proceso de diferenciación celular 
hacia un fenotipo estable (60,61).  
Es importante considerar que una terapia adecuada consiste no solo en 
rellenar la lesión de cartílago, sino la reconstrucción de la estructura, 
propiedades fisicoquímicas y funcionalidad del tejido formado (4,5). Con 
la finalidad de alcanzar una diferenciación estable de MSCs a condrocitos 
se han propuesto diversas condiciones para el proceso de diferenciación, 
las cuales tratan de simular el proceso al presentado durante la 
embriogénesis (4). 
• Estimulación mecánica, uso de fuerzas de compresión que estimulen 
genes mecano-sensitivos. Mediante el uso de biorreactores que 
comprimen mecánicamente el cultivo de MSCs diferenciadas en 
materiales tridimensionales, para similar las fuerzas de compresión a 
las que se somete el cartílago nativo (62,63). 
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• Cultivos anóxicos, mediante cultivo en condiciones de oxígeno 
reducido, o la activación del factor inducible de hipoxia (HIF) (activo en 
condiciones anaerobias), para simular el microambiente dentro de la 
matriz extracelular de condrocitos maduros, y su metabolismo 
anaerobio (64). 
•  Uso de condiciones de cultivo en soportes o andamios 
tridimensionales que simulan la compleja interacción célula-célula y 
célula-matriz, recreando el microambiente tridimensional del cartílago 
nativo. Pueden ser modificados con moléculas estimuladoras, como 
factores de crecimiento o mediante la incorporación de materiales 
bioactivos (naturales o sintéticos), como el uso de matriz de cartílago 
(65,66). 
• Uso de factores de crecimiento y diferenciación, los cuales estimulan 
el proceso de diferenciación, proponiendo su uso por sí solos o en 
combinación. Existen múltiples factores que pueden llevar acabo la 
diferenciación condrogénica, sin embargo, estos suelen utilizarse solo 
como una mono dosis constante durante todo el proceso de cultivo 
(67).  
 
El uso de factores de crecimiento, utilizados individualmente, ha 
demostrado una mejora en el proceso de diferenciación y en la estabilidad 
del fenotipo alcanzado, con un retraso en el proceso de hipertrofia o la 
generación de una mayor matriz extracelular, sin embargo, no se ha 
logrado una total inhibición de la hipertrofia, por lo que se propone el uso 
de factores en esquemas de combinación, con el fin de lograr una mayor 





1.5.2 Factores de crecimiento y diferenciación  
Para lograr el objetivo de una diferenciación estable, es necesaria la 
optimización de las condiciones de cultivo, con la estimulación de las 
señales adecuadas en el momento de diferenciación preciso (69,70), 
tratando de imitar las condiciones biológicas de diferenciación a cartílago. 
In vitro, el proceso de diferenciación se caracteriza por la expresión de 
matriz extracelular y marcadores proteicos específicos de la etapa de 
diferenciación. Las MSCs (CD90, CD105) diferenciadas expresan en sus 
primeras etapas marcadores condrales como colágeno tipo II, agrecano y 
proteína oligomérica de matriz de cartílago (COMP), los cuales después 
del proceso hipertrófico son reemplazados por marcadores osteogénicos 
y recambio en matriz extracelular, como colágeno tipo X, ALP y MMP13, 
similar a lo que sucede biológicamente en las extremidades calcificadas 








Figura 8. Proceso de diferenciación e hipertrofia in vitro. Modificado de Fuentes-
Mera et al. 2017 (111). 
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Históricamente la diferenciación transitoria de células madre hacia 
condrocitos se ha llevado a cabo mediante el uso de diferentes factores 
de crecimiento, como FGF2, BMP2, IGF1 y TGF-β1 (71). Estos factores 
activan las diferentes vías biológicas de señalización que conllevan a una 
diferenciación a un fenotipo similar a condrocitos (72,73), sin embargo, 
este tipo de tratamientos suelen ser utilizados en una monodosis continua 
de uno de estos factores. Este proceso, continua en mayor o menor 
medida, hacia la hipertrofia, debido a que estos esquemas no logran imitar 
las condiciones fisiológicas de la formación de cartílago estable durante la 
embriogénesis. 
 Existe evidencia de que el uso secuencial de diferentes factores, así 
como su combinación pueden tener efectos sinérgicos beneficiosos para 
la diferenciación condrocitica y producción de matriz extracelular de 
cartílago. Es por esto que, después de una revisión extensiva de la 
literatura existente, se seleccionaron los factores, y las combinaciones de 
los mismos, más probables de poder lograr una diferenciación estable. 
 
1.5.2.1 FGF2 
Los receptores FGFR1 y FGFR2 se encuentran en las células 
mesenquimales desde antes del proceso de condensación celular. 
Mientras que FGF2 se ha visto incrementado en el área de condensación 
condrogénica, siendo uno de sus primeros marcadores (74).  
Se ha demostrado que el uso de FGF2 durante la fase de expansión de las 
MSCs aumenta su capacidad de proliferación y precondiciona las células, 
facilitando de forma específica el proceso de diferenciación posterior 
hacia el linaje condrocítico, así como a incrementar la producción de 
glucosaminoglicanos, a través de mecanismos independientes a la 
activación de SOX9. Mediante la activación de factores de transcripción 
nucleares tras su unión al receptor FGFR activando la vía de MAP cinasas 
y Wnt (35,75,76).  
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Sin embargo, este factor debe ser removido antes del proceso de 
diferenciación y cultivo tridimensional, ya que su uso prolongado conlleva 
a un aumento en el proceso de osificación (77).  
 
1.5.2.2 IGF1 
El uso de IGF1 es capaz por su cuenta de lograr una diferenciación de 
MSCs hacia condrocitos, promoviendo la síntesis de matriz extracelular 
(4), sin embargo, su mantenimiento en etapas tardías de diferenciación es 
uno de los principales promotores del proceso de hipertrofia y recambio 
de matriz extracelular, por lo que no es recomendable su uso continuo 
como monodosis, a pesar de esto, se ha observado que su uso en etapas 
tempranas, y en combinación con el factor de transcripción TGFβ1 poseen 
un efecto sinérgico, capaz de mejorar la diferenciación condrogénica (78), 
participando juntos en las etapas tempranas de la diferenciación biológica 
hacia condrocitos (50,79). 
 
1.5.2.3 TGFβ 
Los factores de crecimiento más ampliamente utilizados en los estudios 
de regeneración de cartílago son los miembros de la familia de TGFβ, 
especialmente TGFβ1 y TGFβ3 (21). La familia de TGFβ incluye a los 
factores TGF-β1, 2, 3, proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs) y 
miostatina (GDF-8) los cuales juegan algunos de los papeles principales 
en el proceso de crecimiento y diferenciación condrocitica. De estos, 
BMP2 ha sido utilizado también para la diferenciación condrogénica, pero 
posee una mayor capacidad de estimulación hacia la formación de tejido 
óseo, lo cual no lo hace un factor condrogénico deseable. Por su parte 
TGFβ1 y TGFβ3 son ambos capaces por su cuenta de lograr una 
diferenciación de MSCs hacia condrocitos, mediante la activación del 
factor de transcripción SOX9, mostrando además que el uso de su uso de 
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TGFβ1 a dosis bajas en etapas tardías puede inhibir el proceso de 
osificación endocondral mediante el incremento en la expresión de la 
proteína relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), así como la 
inhibición de colágeno X, VEGF, osteocalcina y MMP13, activando la vía 
de Smad 2/3 e inhibiendo al factor RUNX2 (80,81).  
 
Este tipo de estimulación mediante factores de crecimiento y 
diferenciación se enfoca principalmente en la activación del factor de 
transcripción SOX9, el cual es clave en el proceso de condrogénesis e 
inhibición de RUNX2 (82,83), y lidera la diferenciación hacia el fenotipo 
condrocítico, sin embargo, es necesario generar un protocolo de uso de 
factores en tiempo y concentraciones adecuadas (84,85), así como un 
sistema de cultivo ideal que permita la emulación del microambiente y 
facilite la diferenciación celular, como lo es el cultivo en sistema 
tridimensional con agentes bioactivos. 
 
1.5.3 Cultivo tridimensional 
El uso de andamios o soportes tridimensionales con componentes de 
matriz bioactiva se considera como uno de los posibles métodos para 
alcanzar una reparación exitosa en lesiones de cartílago, logrando inducir 
una correcta modulación del microambiente para la diferenciación celular, 
así como proporcionar un sustrato de adhesión celular que puede ser 
usado como implante médico en los sitios de lesión. Para cumplir con 
estas funciones, los andamios deben contar con las siguientes 
características (4,22): 
• Biocompatibilidad: Adecuada integración del andamio con el tejido 
adyacente, así como minimizar la reacción inmune que puede 
generarse por la inserción de un objeto extraño en el organismo. 
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• Biodegradabilidad: Resorción biológica gradual del andamio, que 
permita su eliminación gradual al mismo tiempo que es remplazado 
con tejido nativo en formación. 
• Porosidad: Presencia de poros internos, a modo de permitir la 
migración e interacción celular tridimensional, así como la difusión 
de gases, nutrientes y desechos. La regulación del tamaño de poro 
puede influir para la creación de microambientes aerobios o 
anaerobios. 
• Adhesividad: Presencia de un sustrato capaz de permitir el anclaje 
de las células al andamio, así como la estimulación de receptores 
sensibles al microambiente. 
• Resistencia estructural y mecánica: El soporte tridimensional debe 
ser capaz de soportar una carga aplicada, similar a la del tejido 
nativo, sin deformarse o perder volumen de forma irreversible. 
El uso de una combinación del biomateriales sintéticos o naturales, como 
la fibroína de seda y la matriz de cartílago bovino pueden ser utilizados en 
conjunto, a modo de aprovechar las ventajas de cada material, como sus 
propiedades mecánicas y elásticas, así como sus efectos bioactivos 
(condro-inductivos o condro-conductivos). 
Entre estos, el colágeno tipo II contenido en la matriz de cartílago, 
anteriormente considerado tan solo como un componente estructural de 
la matriz de cartílago, ha revelado actuar como una molécula de 
señalización extracelular, la cual tiene la capacidad de inhibir la hipertrofia 
de los condrocitos. El colágeno II interactúa con la integrina β1 (ITGB1), 
generando una inhibición competitiva de los receptores de BMPs, 
inhibiendo la vía de SMAD1 (86). 
Otros factores que considerar para obtener una adecuada regeneración 
del tejido de cartílago son la utilización de una alta densidad celular, así 
como el uso de MSCs pre-diferenciadas antes de su inserción en soportes 
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tridimensionales. Dichos factores han demostrado un incremento en la 
capacidad de reparación osteocondral, al emular el proceso de 
condensación celular durante las etapas tempranas de la condrogénesis 
(22). Mientras que el uso de andamios interconectados con tejido óseo 
(20), y uso de matriz de cartílago descelularizada, permiten mantener la 
estructura original del andamio, su composición y propiedades 
mecánicas, ayudando a las MSCs a alcanzar su diferenciación final (34). 
El presente proyecto se realizó con la intención de lograr una 
diferenciación de Ad-MSC hacia un fenotipo estable de condrocitos, los 
cuales mantengan su función biológica y correcta secreción de matriz 
extracelular, evitando el proceso de desdiferenciación y formación de 
fibrocartílago. Mediante el uso de estímulos químicos adecuados (84) y 
tiempos de aplicación correctos (85), en condiciones extrapolables al uso 
clínico, como el aislamiento y mantenimiento del cultivo celular en 
condiciones Xeno-Free (libre de componentes de origen animal). 
Previamente nuestro equipo de trabajo diseñó un andamio bifásico 
tridimensional, el cual emula las condiciones biológicas y el 
microambiente propio de los condrocitos, que sirve como soporte para su 
implantación en las zonas de daño articular, a modo de una terapia 
medicinal avanzada (ATMP) (20) (Figura 9). 
Además de lo anterior, el análisis del proceso de diferenciación permite 
estudiar los mecanismos que gobiernan dicho proceso, ayudando a dirigir 
la experimentación futura y el efecto de los factores de crecimiento y 






















Hasta el momento no se dispone de una estrategia eficiente para lograr el 
mantenimiento de un fenotipo condrocítico estable a partir de Ad-MSC, por lo 
que es necesario el desarrollo de un nuevo enfoque de diferenciación, con 
capacidad clínica, el cual emule las condiciones biológicas y el 
microambiente propio de los condrocitos, permitiendo una generación y 
mantenimiento estable de MEC comparable a la del cartílago nativo. 
Además de esto, el entendimiento de los cambios temporales en los niveles 
de transcripción y factores de crecimiento permitirá el desarrollo futuro de 















Mediante la combinación de los factores de crecimiento FGF2, IGF1 y TGFβ1 
en secuencia y concentraciones específicos de la etapa de diferenciación, es 
posible generar un fenotipo estable de condrocitos sin progresión a 













4.1 Objetivo general 
Efectuar la exposición secuencial de factores de crecimiento sobre la 
diferenciación condrogénica de células troncales humanas derivadas de 
tejido adiposo, cultivadas en un sistema tridimensional y caracterizar el grado 
de mantenimiento de sus características condrogénicas. 
 
4.2 Objetivos específicos 
1. Aislar y estandarizar, bajo condiciones Xeno-free, el cultivo de células 
troncales mesenquimales a partir de tejido adiposo humano. 
2. Evaluar, en la población aislada y expandida, la expresión de los 
marcadores de pluripotencialidad SOX2, NANOG, OCT3/4, y SSEA4. 
3. Analizar la expresión de marcadores condrogénicos de diferenciación 
durante la exposición secuencial a factores de crecimiento en un 
sistema 3D. 
4. Determinar el grado de fibrosis y sus marcadores, en etapas tempranas 






Materiales y equipos 
Este proyecto se realizó en el Laboratorio de Medicina Regenerativa, del 
Departamento de Bioquímica y Medicina Molecular, Facultad de Medicina, 
Universidad Autónoma de Nuevo León. 
 
5.1 Materiales 
5.1.1 Material de uso general 
• Micropipeta de 100 a 1000µL (BioPette, cat. P3942-1000). 
• Micropipeta de 20 a 200µL (BioPette, cat. P3942-200). 
• Micropipeta de 10 a 100µL (BioPette, cat. P3942-100). 
• Micropipeta de 2 a 20µL (BioPette, cat. P3942-20). 
• Micropipeta de 0.5 a 10µL (BioPette, cat. P3942-10). 
• Puntillas para micropipeta. 1000µL (Sorenson BioScience, cat. 10190). 
• Puntillas para micropipeta. 200µL (Sorenson BioScience, cat. 10590).  
• Puntillas para micropipeta. 10µL (Sorenson BioScience, cat. 23580). 
• Puntillas con filtro, para micropipeta de 1000µL (Corning, cat. 4809). 
• Puntillas con filtro, para micropipeta de 200µL (Corning, cat. 4810). 
• Puntillas con filtro, para micropipeta de 10µL (Corning, cat. 4808). 
• Tubos cónicos de 50mL (Corning, cat. 430829). 
• Tubos cónicos de 15mL (Corning, cat. 430791). 
• Microtubo de 2mL (Costar, cat. 3213). 
• Microtubo de 1.7mL (Costar, cat. 3620). 
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• Microtubo de 0.65mL (Costar, cat. 3208). 
• Microtubo para PCR 0.2mL (Axygen, cat. PCR-02-C). 
 
5.1.2 Material para cultivo celular. 
• Pipeta serológica 50mL (Stripette, cat. 4490). 
• Pipeta serológica 25mL (Stripette, cat. 4489). 
• Pipeta serológica 10mL (Stripette, cat. 4488). 
• Pipeta serológica 5mL (Stripette, cat. 4487). 
• Frasco de cultivo de 175cm2 (Corning, cat. 431306). 
• Frasco de cultivo de 75cm2 (Corning, cat. 430641U). 
• Frasco de cultivo de 25cm2 (Corning, cat. 430639). 
• Raspador celular de 25cm (Falcon, cat. 353086). 
• Placa de 48 pozos para cultivo celular (Costar, cat. 3548). 
• Placa de 24 pozos para cultivo celular (Costar, cat. 3526). 
• Placa de 6 pozos para cultivo celular (Costar, cat. 3516). 
• Laminillas para cultivo, 8 pozos (Falcon, cat. 354118). 
• Crioviales de 2mL (Corning, cat. 431386). 
 
5.1.3 Material para PCR. 
• Placa de 96 pozos para qPCR, 0.1mL (MicroAmp, cat. N8010560). 






5.1.4 Material para histología. 
• Portaobjetos 75x25mm (Corning, cat. 2947-75X25). 
• Cubreobjetos 24x50mm (Corning, cat. 2975-245). 
 
5.2 Equipos. 
5.2.1 Equipos de uso general. 
• Centrifuga refrigerada (Eppendorf, mod. 5804R). 
• Balanza (AND, mod. GX-2000). 
• Plancha de calentamiento (VWR, mod. 12365). 
• Vortex (Vortex-Genie, mod. 2). 
• Minispin (Qualitron, mod. DW-41). 
• Ultracongelador vertical, -80°C (Thermo, mod. TSU). 
 
5.2.2 Equipos para cultivo celular. 
• Campana de flujo laminar (Thermo, mod. Forma II A2 1286). 
• Incubadora con fuente de CO2 (Thermo, mod. Forma series II 3120). 
• Microscopio invertido (Olympus mod. CKX41). 
• Pipettor (Heathrow Scientific, mod. RF300). 
 
5.2.3 Equipos para producción de andamios bifásicos. 
• Molino pulverizador (Micron, mod. K-10). 





5.2.4 Equipos para histología. 
• Microtomo (Leica, mod. RM2235). 
• Microscopio de fluorescencia (Olympus, mod. AX70). 
• Microscopio campo claro (Leica, mod. DMRA). 
 
5.2.5 Equipos para manejo de ácidos nucleicos. 
• Termociclador para PCR punto final (Eppendorf mod. Mastercycler). 
• Termociclador para qPCR (Applied Biosystems, mod. StepOnePlus). 
• Nanodrop (Thermo, mod. ND-1000). 
• Homogeneizador (QIAGEN, mod. TissueRuptor II). 
• Cámara de electroforesis (Bio-Rad, mod. Mini-Sub cell GT). 
• Fuente de poder (Bio-Rad, mod. PowerPac Basic). 

















6.1 Estrategia general 
 
 
6.2 Aislamiento de Ad-MSCs en condiciones Xeno-Free. 
El presente proyecto fue aprobado por el comité de ética e investigación de la 
Facultad de Medicina y Hospital universitario “Dr. José E. González (HU) de la 
Universidad Autónoma de Nuevo León (UANL) con numero de aprobación 
PI17-00360. 




Para realizar el aislamiento de células troncales derivadas de tejido adiposo 
(Ad-MSC), se realizó su extracción a partir de tejido adiposo de abdomen 
bajo, obtenido mediante lipoaspirado de mujeres sanas, mayores de 18 años 
y con serología negativa, las cuales acudieron a la realización de liposucción 
estética en el Centro de Especialidades Médicas (CEM), Monterrey, Nuevo 
León.  
El tejido graso fue colectado en tubos cónicos estériles de 50mL y se 
mantuvo a 4°C por un máximo de 6h hasta su procesamiento. El lipoaspirado 
fue centrifugado a 1,000xg por 10min y se descartó la fase acuosa (sangre y 
solución salina propia del lipoaspirado). La fase grasa fue lavada múltiples 
veces (de 3 a 5) mediante la adición de PBS pH 7.4 (NaCl 137mM, KCl 2.7mM, 
Na2HPO4 10mM, KH2PO4), mezclado por inversión y centrifugado a 1,000xg 
por 10min, para eliminar los remanentes de sangre en el tejido. 
El coagulo de grasa fue colocado en un frasco estéril de 200mL y se digirió 
con colagenasa I (Gibco, cat. 17018029) al 0.1% diluida en PBS adicionado 
con gentamicina al 1%, por 30min a 37°C, con agitación media, para liberar 
las células embebidas en el tejido. Terminada la digestión, se detuvo la 
agitación y se dejó en reposo por 5min, para permitir la deposición de las 
células en el fondo y la separación de fases. 
La fase oleosa fue colectada y desechada, y se colecto la fase acuosa en 
tubos cónicos estériles de 50mL, se realizó su centrifugación a 1,000xg por 
5min y se descartó el sobrenadante, obteniendo un pellet celular. Posterior a 
esto se lavaron las células 2 veces con PBS estéril, para lo cual, las células 
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se resuspendieron en PBS por inversión y se centrifugaron nuevamente a 
1,000xg por 5min. Finalmente, se descartó el sobrenadante y las células 
fueron resuspendidas en medio DMEM (Gibco, cat. 11995065), adicionado con 
suero humano (AB+) al 10% y antibiótico-antimicótico (Gibco, cat. 15240062) 
(en condiciones Xeno-free). 
Las células suspendidas fueron sembradas en frascos de cultivo de 25cm2 y 
se incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 24h, después de este tiempo se 
obtuvo el sobrenadante de los frascos de cultivo (células aun no adheridas) y 
fueron sembradas en un nuevo frasco de cultivo de 25cm2 (Subcultivo), para 
eliminar aquellas células que se adhieren rápidamente a la superficie de 
cultivo (principalmente fibroblastos). 
El subcultivo se incubo en las condiciones antes descritas y se le dejo 
reposar durante 5 días para permitir la adhesión de las Ad-MSC al frasco de 
cultivo. Después de este tiempo, las células adheridas fueron lavadas 
suavemente con PBS estéril hasta eliminar todos los rastros de eritrocitos y 
otras células en suspensión.  
El cultivo se mantuvo en medio de cultivo con condiciones Xeno-Free; libre 
de compuestos de origen no humano, a modo de permitir el uso de las 
células aisladas para su implantación en seres humanos, disminuyendo el 
riesgo de reacciones adversas, como un rechazo de las células por parte del 
paciente, y permitiendo el estudio de los mecanismos moleculares de 
diferenciación en condiciones libres de componentes de origen no humano. 
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6.3  Evaluación de multipotencialidad de las Ad-MSC. 
Se realizó la evaluación del estadio indiferenciado (multipotencialidad) de las 
células aisladas. Para esto, se realizó la evaluación, por inmunofluorescencia, 
de los factores SOX2, NANOG, OCT3/4 y SSEA4, los cuales son los 
encargados de mantener el estadio indiferenciado de las células troncales 
mesenquimales. 
Las células Ad-MSCs aisladas y expandidas en pasaje 2, fueron sembradas a 
una densidad de 10,000 células/pozo en laminillas de cultivo 8 pozos (Nunc, 
cat. 154534), e incubadas hasta alcanzar una confluencia aproximada del 
90%. El medio de cultivo es retirado y las células fueron lavadas con PBS e 
incubadas por 5min con buffer de citoesqueleto (CB) (MES 10mM, NaCl 
150mM, EGTA 5mM, MgCl 5mM y glucosa 5mM). El buffer CB fue retirado y 
las células fueron fijadas con formaldehido al 3% (Sigma, cat. HT501128) 
diluido en CB, por 10min a temperatura ambiente. El formaldehido fue 
retirado y las células fueron lavadas nuevamente con PBS. 
Las paredes de la cámara de cultivo fueron retiradas, a modo de conservar 
solo la laminilla con las células adheridas, y su permeabilización celular se 
llevó a cabo sumergiendo las laminillas en una solución de Tritón X-100 al 
0.05% durante 5min, se lavaron las laminillas con PBS y se realizó el bloqueo 
de sitios inespecíficos mediante la incubación de las laminillas en albumina al 
0.5% durante 30min. 
Para la identificación de los factores encargados de mantener el estadio 
multipotente de las células mesenquimales, se realizó la incubación de las 
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laminillas con anticuerpo primario específico contra SOX2 (Santa Cruz, cat. 
sc-365823), NANOG (Santa Cruz, cat. sc-293121), OCT3/4 (Santa Cruz, cat. sc-
5279) y SSEA4 (Santa Cruz, cat. sc-21704) a una dilución 1:100 de cada uno 
de ellos, durante una noche, en cámara húmeda a 4°C. Los anticuerpos 
primarios fueron retirados y se realizaron 2 lavados con PBS adicionado con 
tween 20 al 0.01% (PBS-T).  
Para la detección de los anticuerpos primarios, se realizó la incubación de las 
laminillas con anticuerpo secundario anti-mouse IgG (Abcam, cat. ab150113) 
con dilución 1:1000 durante 2h. Se retiró el anticuerpo secundario y se 
realizaron 2 lavados más con PBS-T. Posterior a esto, para realizar la tinción 
de los filamentos de actina del citoesqueleto, se incubaron las laminillas con 
faloidina rodaminada (Abcam, cat. ab235138) dilución 1:60 durante 2h. Se 
realizaron 2 lavados con PBS-T y se realizó el montaje de las laminillas con el 
medio de montaje VectaShield (Vector, cat. H-1200-10), el cual contiene DAPI 
como contratinción para los núcleos. Las laminillas fueron observadas en un 









6.4 Fabricación de andamios bifásicos  
6.4.1 Matriz de cartílago bovino 
Para la fabricación de andamios bifásicos osteocondrales es necesaria la 
preparación de matriz de cartílago bovino y chips de hueso. La matriz de 
cartílago fue obtenida a partir de rodillas de res obtenidas en un rastro 
certificado (tipo TIF), mediante un raspado con escalpelo, de la zona de los 
cóndilos femorales. Obtenidas las piezas de cartílago, se realizó la remoción 
del componente celular (descelularización) y su molienda fina. 
Para el proceso de descelularización, los fragmentos obtenidos fueron 
colocados en una malla plástica y se realizó su descelularización 
fisicoquímica mediante ciclos de congelamiento/descongelamiento, 
sumergiendo el cartílago en N2 liquido hasta su completa congelación y 
transfiriéndolo a un baño de agua tibia (37°C) hasta su descongelamiento, 
realizando 5 ciclos.  
Posterior a esto la matriz de cartílago fue molida mecánicamente mediante 
licuadora (Oster), para reducir el tamaño de partícula y se realizó una 
segunda descelularización mediante la utilización de detergentes y buffers 
hipotónicos: 
• Buffer hipotónico suplementado (BHS: Tris 10mM, EDTA 2mM, KCl 
100mM, MgCl2 5mM) por 24h a 37°C. 
• Buffer hipotónico suplementado + SDS 0.5% por 22h a 37°C. 




• Agua ultrapura por 6h a 4°C (Cambio de agua cada hora para remover 
todo el SDS.) 
La matriz de cartílago descelularizada fue colectada en tubos cónicos de 
50mL y liofilizada durante 2 días hasta la completa remoción de humedad del 
tejido y se lleva a cabo su molienda fina mediante un molino de martillos 
(Micron) hasta un tamaño de partícula aproximado de 500µm, obteniendo un 
polvo fino utilizado para la producción de los andamios bifásicos. 
 
 
6.4.2 Matriz de hueso bovino 
Para la obtención de matriz de hueso bovino (chips de hueso) se realizó un 
corte transversal a la altura de los cóndilos femorales de las rodillas de res 
previamente utilizadas para la obtención de matriz de cartílago. A partir del 
corte transversal, se realizaron múltiples perforaciones con un taladro 
(Dremel) de broca hueca (6mm de diámetro interno) y se obtuvieron cilindros 
de hueso de aproximadamente 1cm de altura y 6mm de diámetro. 
Para realizar la descelularización de los chips de hueso obtenidos, se realizó 
primero una curva de descelularización mediante la medición de diferentes 
ciclos de exposición a peróxido de hidrogeno al 30% (H2O2) (CTR). Para esto, 
se probaron ciclos de exposición a peróxido de hidrogeno, por 2, 5, 7.5, 10, 
12.5 y 24 horas totales de exposición, para lo cual los chips de hueso fueron 
hervidos en agua ultrapura por 30min, los chips fueron lavados con agua fría 
y sumergidos en H2O2 por tiempos entre 1h y 30min, para ser lavados y 
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hervidos nuevamente en agua ultrapura y repetir el ciclo hasta alcanzar los 
tiempos de exposición total a H2O2. 
Para determinar el número de ciclos, y tiempo efectivo de remoción del 
componente celular, se debe obtener un porcentaje mayor al 90% de 
descelularización, sin afección significativa la matriz del hueso bovino. Lo 
cual puede afectar la capacidad de unión de las células al mismo, así como 




6.4.3 Ensamblaje de los andamios bifásicos 
Para el ensamblaje de los andamios bifásicos osteocondrales se utilizaron 
moldes de politetrafluoroetileno (PTFE) perforados, con 6mm de diámetro 
interno, para que los chips de hueso ajusten perfectamente en el interior del 
cilindro.  
El molde es sellado en uno de sus extremos mediante filme adhesivo 
(Parafilm) y cinta adhesiva, posteriormente se colocó dentro del molde una 
mezcla 1:1 de matriz de cartílago descelularizada y cloruro de sodio (NaCl) 
(Sigma, cat. 71376-5KG) como agente porógeno, previamente tamizado para 
obtener un tamaño de partícula de entre 77 y 177µm. La mezcla fue 
compactada ligeramente en el fondo del molde y se añadieron 140uL de 




liofilizada y disuelta en hexafluoro isopropanol (HFIP) (Sigma, cat. 105228-
1006). 
El material se dejó reposar 2min para que la fibroína de seda se distribuyera 
entre el NaCl y la matriz de cartílago, posteriormente, un chip de hueso fue 
sumergido en metanol al 90% se retiró el exceso de metanol y el chip fue 
presionado dentro del molde de teflón hasta comprimir ligeramente la mezcla 
de matriz de cartílago, NaCl y fibroína de seda, con el objetivo de que la 
fibroína se intercale dentro del hueso y mantenga la unión entre los 
componentes que conforman el andamio bifásico, así como sus propiedades 
de resistencia mecánica y flexibilidad. El molde de teflón se tapó con un 
fragmento de varilla de vidrio y se deja polimerizar por 24h. 
Los andamios obtenidos fueron lavados durante 3 días en agua ultrapura 
para eliminar el NaCl y obtener los poros del tamaño deseado (77-177µm). 
Los andamios fueron liofilizados, esterilizados mediante óxido de etileno y 
almacenados a temperatura ambiente hasta su uso. 
 
6.5 Exposición secuencial a factores de crecimiento 
Las células Ad-MSC obtenidas mediante el método de aislamiento xeno-free, 
fueron sometidas a una exposición secuencial con factores de crecimiento, 
en diferentes esquemas de exposición, con el fin de determinar el esquema 
que logre una mejor diferenciación hacia un fenotipo condrocítico, con 
formación de matriz extracelular similar al tejido de cartílago nativo, así como 
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lograr una inhibición en el proceso de hipertrofia celular y recambio de matriz 
celular hacia tejido de fibrocartílago. 
Para esto las células fueron divididas en 6 grupos con diferentes esquemas 
de exposición de la forma siguiente (Figura 11): 
 
 
Las células de cada esquema de diferenciación fueron expuestas a diferentes 
factores de crecimiento, para lo cual se inició con células en monocapa hasta 
el día 9, para ser transferidas al andamio osteocondral y continuar con su 
esquema de diferenciación. Para cada grupo, los factores de crecimiento 
fueron disueltos en su medio de cultivo y se reemplazó el medio de cultivo 
con medio fresco adicionado con factores de crecimiento cada 2 días. 
Los grupos fueron inicialmente sometidos a una exposición a FGF2 (Sigma, 
cat. SRP4037-50UG) a 10ng/mL durante 5 días, hasta alcanzar una confluencia 
Figura 11. Esquemas de exposición a factores de crecimiento. 
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del 90%, en frascos de cultivo de 150cm2. Posteriormente se retiró el FGF2 y 
se utilizó una combinación de IGF1 (Sigma, cat. SRP3069-100UG) a 100ng/mL 
y TGFβ1 (Sigma, cat. T7039-2UG) a 10ng/mL para los grupos 1 y 2, IGF1 
(100ng/mL) para los grupos 3 y 4, TGFβ1 (10ng/mL) para el grupo 5 y TGFβ3 
(Sigma, cat. SRP3171-10UG) a 10ng/mL para el grupo 6. 
Las células siguieron los esquemas de diferenciación en monocapa hasta el 
día 9, donde las células fueron resuspendidas mediante tripsina al 0.25% 
(Gibco, cat. 15050057) para ser sembradas en la fase condral de los andamios 
bifásicos mediante la inyección de 300,000 Células/andamio con jeringa de 
1mL, en un volumen total de 30µL. Los andamios bifásicos celularizados 
fueron colocados en placas de 48 pozos, manteniendo el cambio de medio 
por medio fresco adicionado con los factores de crecimiento cada 2 días. 
Las células, ahora en el andamio bifásico, continuaron con su esquema de 
exposición hasta el día 12, donde el factor de crecimiento es removido y el 
grupo 1 es incubado con TGFβ1 a 1ng/mL, grupos 2 y 3 y 5 continúan con 
TGFβ1 a 10ng/mL, grupo 4 con IGF1 a 100ng/mL y grupo 6 con TGFβ3 a 
10ng/mL hasta el día 40 de exposición.  
Los esquemas de diferenciación fueron analizados a los 0, 5, 9, 12, 19, 26, 33 
y 40 días por RT-qPCR, realizando el análisis por triplicado para cada tiempo. 
De la misma forma, los esquemas fueron analizados a los días 12, 19, 33 y 40 







6.5.1 Extracción de ARN. 
El ARN total fue extraído mediante Trizol (Invitrogen, cat. 15596018) siguiendo 
el protocolo del fabricante, para lo cual, en el caso de células en monocapa el 
medio de cultivo fue retirado y las células fueron lavadas 2 veces con PBS en 
frio. El PBS fue retirado y 500µL de Trizol fueron añadidos a la monocapa en 
el frasco de cultivo hasta la lisis total de las células. Los 500µL de Trizol 
fueron colectados en un microtubo de 1.5mL y otros 500µL de Trizol fueron 
añadidos al frasco de cultivo para colectar los residuos del lisado que puedan 
haber quedado en el frasco, y colectados en el mismo microtubo. 
Para la extracción de ARN de los andamios bifásicos, estos fueron separados 
en sus fases de cartílago y hueso. La sección de hueso fue almacenada en 
Trizol y congelada a -80°C, para posteriores experimentos, mientras que la 
sección de cartílago fue colocada en Trizol y seccionada en fragmentos 
pequeños mediante tijeras estériles y homogenizado mediante TissueRuptor 
II con punta de acero. El homogenizado fue centrifugado a 16,000xg y se 
colecto el sobrenadante, prosiguiendo con el protocolo descrito por el 
fabricante, el ARN total fue resuspendido en 50uL de agua ultrapura y se 
realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar su 








Se realizó la retrotranscripción de ARN total a ADNc a partir de 1µg de ARN 
de cada una de las muestras, utilizando High-capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, Cat. 4368813), siguiendo el protocolo 
recomendado por el fabricante, con el uso de iniciadores aleatorios, en un 
volumen final de 20µL.  
El producto de la retrotranscripción fue verificado mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 2%, para observar el barrido típico de la retrotranscripción. 
El ADNc obtenido se almacenó a -20°C, hasta su utilización. 
 
6.5.3 PCR punto final 
Para determinar la expresión de marcadores mesenquimales, condrogénicos 
e hipertróficos, se realizó el diseño de iniciadores para los principales 
componentes que caracterizan dichos linajes celulares mediante el software 
Oligo 7, a partir de las secuencias de ARNm obtenidas mediante la base de 
datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI). Los 
iniciadores diseñados hibridan entre diferentes exones de cada ARNm, lo que 
los hace específicos para la detección del ARNm, con una Tm aproximada de 





























































































































Tabla 1. Diseño de iniciadores para identificación de marcadores condrogénicos, 
hipertróficos y mesenquimal. 
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Para comprobar la correcta amplificación de los iniciadores y el ADNc 
obtenido, se realizó una PCR punto final con el GoTaq Green Master Mix 
(Promega, cat. M7122), mediante el siguiente programa de temperaturas: 
 
Tabla 2. Pasos de temperatura para PCR punto final. 
Paso Temperatura Tiempo 
1 Desnaturalización inicial 95°C 2min 
2 Desnaturalización 94°C 30s 
3 Alineamiento 60°C 45s 
4 Extensión  72°C 50s 
Repetir del paso 2 al paso 4, 35 veces. 
5 Extensión final 72°C 10min 
 
Una vez terminado el proceso de amplificación, los productos de PCR se 
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% a 90v, por 
aproximadamente 90min, junto con el marcador de peso de 100pb a 2000pb 
(Invitrogen, cat. 15628050) para comprobar el tamaño del fragmento 
amplificado por los iniciadores. 
 
6.5.4 PCR cuantitativa 
 
Para determinar la eficiencia de amplificación de cada par de iniciadores, se 
realizaron las curvas estándar de 5 puntos, con una dilución seriada a 5 
concentraciones de ADNc (1000ng, 200ng, 40ng, 8ng, 1.6ng). El análisis de 
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eficiencia se llevó a cabo con el método de curva estándar o Pfaffl, donde el 
valor de 2 indica una eficiencia del 100%. 
 
Para la qPCR se utilizó el equipo StepOnePlus (Applied Biosystems), con las 
siguientes condiciones de reacción: 
Tabla 3. Concentraciones finales de reactivos para qPCR. 
Reactivo Concentración final 
SYBR Green master mix 2x 1x 
Iniciadores (10µM) 1µM 
ADNc 
Equiv. 1000, 200, 40, 8, 
1.6ng 
Agua c.b.p 10µL 
 
Utilizando las siguientes condiciones de temperatura: 







Activación de Taq 
Polimerasa 
50°C 2 
2 Desnaturalización inicial 95°C 2 
3 Desnaturalización 95°C 15s 
4 Alineamiento/Extensión  60°C 60s 
Repetir del paso 3 al paso 4, 40 veces 
 
Una vez obtenidas las curvas estándar se tomó el umbral (Ct) determinado 
automáticamente por el software y se obtuvo la eficiencia de amplificación de 
los iniciadores diseñados graficando una curva de calibración de Ct vs Log10 
[ADNc] y se obtuvo la ecuación de la recta, para posteriormente usar la 
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pendiente de la misma para la determinación de la eficiencia con la siguiente 
fórmula: 
 
Para considerar que nuestros iniciadores poseen una buena eficiencia de 
amplificación en las condiciones establecidas, la eficiencia tiene que ser 2 o 
lo más cercana posible a 2, lo cual indica que por cada ciclo de temperaturas 
la cantidad de ADN se duplica. 
Verificada la eficiencia de amplificación de los iniciadores diseñados, se 
prosiguió con el análisis de los marcadores mesenquimales, condrogénicos e 
hipertróficos, para la determinación del proceso de diferenciación e 
hipertrofia celular de cada uno de los esquemas de tratamiento. 
El análisis estadístico de las muestras fue realizado mediante anova de una 
vía con análisis post hoc por prueba de Tukey.  
 
6.10 Análisis histológico. 
 
Se realizó el análisis histológico de los andamios bifásicos celularizados con 
Ad-MSC diferenciadas de cada uno de los esquemas de exposición, 
utilizando 2 andamios por cada tiempo analizado (9, 12, 33 y 40 días). Para 
esto, se retiró el medio de cultivo de los andamios, se realizaron 2 lavados 
con PBS y se colectaron los andamios completos. Los andamios fueron 
fijados con solución de formalina amortiguada al 10% (Sigma, cat. HT501128) 
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por 48h. Posteriormente, los andamios fueron lavados con PBS y se procedió 
a su descalcificación mediante EDTA al 14%, siguiendo con su 
deshidratación gradual con acetona-xilol, para finalmente ser embebidos en 
parafina. 
 
De cada bloque de muestras embebidas en parafina se realizaron cortes de 
5µm mediante micrótomo, los cuales fueron colocados en portaobjetos 
previamente silanizados (Sigma, cat. SL2-25ML) y se procedió a su tinción 
histológica mediante H&E y Tricrómico de Masson (Anexo II y Anexo III), para 
observar la distribución del componente celular dentro del andamio, así como 
la formación de matriz extracelular por las células previamente diferenciadas, 
y la evaluación del colágeno y grado de fibrosis de la matriz formada. 
A partir de las observaciones histológicas de las tinciones mencionadas se 
analizó la producción de matriz extracelular similar a cartílago nativo, así 
como su progresión hacia fibrocartílago, evaluando cada uno de los 















7.1. Aislamiento y estandarización del cultivo celular Xeno-Free. 
Se realizó el aislamiento de 3 líneas celulares de células mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) a partir del lipoaspirado de 3 mujeres 
sanas de entre 18 y 40 años (La capacidad de diferenciación de las Ad-MSCs 
puede variar un poco dependiendo el sexo y las condiciones físicas del 
donador, sin embargo todas son capaces de lograr una diferenciación 
adecuada (87)). El aislamiento se llevó a cabo en condiciones xeno-free, y las 
células obtenidas después del proceso de subcultivo cuentan con adherencia 
al plástico, morfología fibroblastoide (Figura 12) y una rápida proliferación en 
suero humano (SH), comparado con suero bovino fetal (SBF) (Figura 13), 
alcanzando una confluencia del 90% en frascos de cultivo de 25cm2 a los 10 











Dichas características son distintivas de las células troncales 
mesenquimales, además de poder ser diferenciadas a los linajes 
condrogénico, osteogénico y adipogénico por parte del grupo de trabajo. 
La capacidad de proliferación y diferenciación de las células obtenidas 
mediante nuestro proceso de aislamiento, y cultivo en condiciones libres de 
componentes de origen animal, permite el uso de estas células para 
aplicaciones clínicas, disminuyendo la posibilidad de un rechazo o reacción 
adversa a las mismas, además de inhibir posibles cambios en las vías de 
señalización molecular debido al uso de compuestos exógenos. Por lo que se 
logró establecer un método de aislamiento de Ad-MSCs, en condiciones 
Xeno-free (88), con características adecuadas para uso clínico (89) y un alto 
rendimiento en la obtención de células a partir de tejido adiposo. 
 
7.2. Evaluación de multipotencialidad. 
Se realizó la evaluación del estadio multipotente de las células 
mesenquimales obtenidas en nuestro aislamiento, mediante el análisis por 
inmunofluorescencia de los marcadores NANOG, OCT3/4, SOX2 y SSEA4, 
encargados de mantener las características indiferenciadas de las células 
troncales. 
El cultivo celular aislado y expandido en condiciones xeno-free, exhibió los 
marcadores esperados para células troncales adultas (NANOG, OCT3/4 y 
SOX2) por inmunofluorescencia, mientras que mostro resultados negativos 
para la expresión de SSEA4, marcador especifico de células troncales 
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Figura 14. Inmunofluorescencia de factores SSEA4, NANOG, OCT3/4 y SOX2. 
embrionarias (totipotenciales), del cual se esperaba su inhibición en células 





La inmunofluorescencia de las células obtenidas muestra una coloración 
verde intensa, debido al anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488, 
para la presencia de los marcadores analizados, una coloración azul para los 
núcleos (DAPI) y una coloración roja para el citoesqueleto (Actina). Las 
células troncales presentan una señal positiva para los esperados en este 
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tipo celular (Ad-MSC) (90,91). Con presencia de NANOG, observando una 
señal intensa color verde principalmente en citoplasma. OCT3/4 se observa 
principalmente en núcleo celular, mientras que SOX2 parece encontrarse en 
menor intensidad y distribuida tanto en núcleo como en citoplasma. 
Los resultados demuestran que las células mantienen su estadio 
indiferenciado en el pasaje analizado (pasaje 3), por lo que las células son 
utilizadas en dicho pasaje para los experimentos posteriores. 
 
7.3. Fabricación de andamios bifásicos 
Se realizó la obtención de matriz de cartílago bovino a partir de 19 rodillas de 
res, para lo cual el cartílago fue raspado, descelularizado y molido hasta 
obtener un polvo fino y seco el cual fue utilizado para la fabricación de los 
andamios bifásicos, obteniendo un rendimiento total de 25g. 
De igual forma, a partir de las rodillas de res utilizadas para la obtención de 
cartílago, se obtuvo la matriz de hueso (chips de hueso), necesaria para la 
fase ósea de nuestro soporte tridimensional.  
Para determinar la correcta descelularización de los chips de hueso, estos 
fueron analizados a diferentes ciclos de exposición con peróxido de 
hidrogeno y agua hirviendo como método de descelularización (Figura 15). 
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Figura 15. Descelularización de matriz de hueso bovino. 
 
A partir 
del análisis de los restos celulares y las lagunas vacías, se determinó una 
exposición de 5h en peróxido de hidrogeno como el tiempo óptimo para 
lograr una correcta descelularización, sin comprometer la matriz ósea 
obtenida, obteniendo un 93% de descelularización del tejido óseo (Figura 16). 
El incremento en el tiempo de exposición a peróxido no muestra una mejoría 
significativa, sin embargo, debilita la matriz de hueso, comprometiendo la 




Figura 16. Porcentajes de descelularización 
Figura 17. Matriz de cartílago y hueso bovinos descelularizados 
 
 
Una vez determinado el tiempo de exposición adecuado para la 
descelularización de la matriz ósea, se procesaron los chips de hueso y se 
obtuvieron alrededor de 600 chips de hueso descelularizados, de 6mm de 











Figura 18. Andamio bifásico osteocondral ensamblado. 
Una vez obtenidos los elementos necesarios, se realizó la fabricación de 
andamios bifásicos para el cultivo tridimensional de las Ad-MSCs mediante la 
incorporación de la matriz de cartílago, fibroína de seda, NaCl y los chips de 
hueso, para generar un soporte tridimensional, con una fase superior (2mm) 
que simula las condiciones propias del cartílago nativo y posee las 
características necesarias para su implantación en zonas de daño.  
 
Los andamios bifásicos obtenidos, presentaron flexibilidad y resistencia 
mecánica a la compresión, con una fase superior de 2mm la cual simula el 
cartílago nativo y una fase inferior de 4mm con matriz ósea descelularizada 
que funciona como soporte para la integración del cartílago con el tejido 

















7.4 Exposición secuencial a factores de crecimiento 
Las células Ad-MSC fueron expuestas a los diferentes esquemas de 
diferenciación en monocapa, para después ser sembradas en la fase condral 
de los andamios generados y continuar con el proceso de diferenciación.  
Estos esquemas de exposición a factores de crecimiento se establecieron 
con la intención de generar una correcta diferenciación celular hacia 
condrocitos, así como evitar o inhibir el proceso de hipertrofia y recambio de 
la matriz celular hacia fibrocartílago durante el tiempo analizado (40 días). 
Para realizar la evaluación del proceso de diferenciación condrogénica e 
hipertrofia, se realizó el diseño de iniciadores para medir la expresión de 
marcadores mesenquimales, condrogénicos e hipertróficos, así como la 
evaluación de amplificación y eficiencia de los mismos. 
7.4.1 Evaluación de eficiencia de los iniciadores 
Para evaluar la eficiencia de los iniciadores, se realizó en primer lugar una 
extracción de ARN total a partir de Ad-MSC (marcador mesenquimal), Ad-MSC 
diferenciadas hacia condrocitos (marcadores condrogénicos) y Ad-MSC 
diferenciadas a osteocitos (marcadores hipertróficos). Las células fueron 
cultivadas en monocapa y se realizó su extracción de ARN total y 
retrotranscripción a ADNc (Figura 19). 
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Figura 19. Electroforesis del RNA total aislado y retrotranscripción a ADNc. 
 
 
Se obtuvo una adecuada integridad del ARN mediante el método de Trizol, 
donde logran observarse las bandas correspondientes a las subunidades 
ribosomales 18s y 28s las cuales indican que el RNA no se encuentra 
degradado. Se realizo la retrotranscripción de RNA a ADNc, donde logra 
observarse el barrido característico aproximado de entre 100 y 12000 pb, 
generado por el uso de iniciadores aleatorios. 
A partir del ADNc se realizó una reacción de PCR punto final con cada uno de 
los iniciadores diseñados, para verificar su capacidad de amplificación, 
generando bandas únicas, sin amplificaciones inespecíficas y en el tamaño 




Figura 20. PCR punto final con los iniciadores diseñados. 
 
 
Una vez determinada la correcta capacidad de amplificación de los 
iniciadores, se evaluó su eficiencia de amplificación, mediante una curva de 
eficiencia para cada uno de ellos, mediante PCR cuantitativa. 
Para realizar las curvas de eficiencia, se utilizaron 5 puntos de concentración 
de ADNc (1000, 500, 40, 8 y 1.6ng) y se efectuó el análisis por qPCR de cada 
uno de los pares de iniciadores diseñados, a las diferentes concentraciones 
de ADNc, obteniendo las líneas de amplificación, sin amplificaciones 
inespecíficas detectadas por Melt curve, obteniendo un solo pico de 





Una vez obteniendo el Ct, predeterminado por el equipo, de cada primer 
analizado, se realizó la gráfica del Log2 (Concentración de ADNc) (eje X) vs Ct 
obtenido (eje Y), para obtener la ecuación de la recta (Figura 22). 
 





La eficiencia de amplificación se determinó a partir de la pendiente de la recta 
(m), mediante la fórmula: 2ˆ(-1/m). 
A partir de los datos graficados se determinaron las eficiencias de 












Gen Eficiencia Gen Eficiencia 
SOX9 2.00 COMP 1.93 
ACAN 2.00 COL2A1 1.89 
Marcadores hipertróficos 
RUNX2 2.00 COL10A1 2.00 
ALPL 1.90 COL1A2 1.92 
MMP13 1.91 SPP1 1.95 
Marcador mesenquimal 
THY1 (CD90) 2.01  
Gen endógeno 
GAPDH 2.08  
 
Se obtuvieron eficiencias cercanas a 2.00 en los pares de iniciadores 
analizados, lo cual significa una amplificación óptima, donde en cada ciclo de 
PCR se duplica la cantidad de material genético, por lo que los iniciadores 
son adecuados para ser utilizados en la evaluación del proceso de 








7.4.2 Evaluación microscópica de la diferenciación condrogénica 
Durante el proceso de diferenciación de Ad-MSCs hacia condrocitos, se 
realizó una evaluación microscópica de las células durante todo el proceso 
con los distintos esquemas de exposición. 
Durante las primeras etapas de exposición de las células a los factores de 
crecimiento, se observa como las células tratadas con FGF2 a 10ng/mL 
presentan un aumento en la velocidad de proliferación, comparado con las 
células cultivadas al mismo tiempo en condiciones sin FGF2. Dicho aumento 
de proliferación se demuestra en el incremento en los niveles de confluencia 
de las células dentro de los frascos de cultivo, incrementándose rápidamente 
con el uso de FGF2 y alcanzando niveles de confluencia mayores al 90% en 
tan solo 5 días de cultivo (Figura 23), lo cual indica que este factor de 
crecimiento se encuentra estimulando las Ad-MSCs. 
  




De la misma forma, se observó en todos los esquemas de diferenciación, la 
formación de agregados celulares (condroesferas) a los 7 días de 
diferenciación en grupos control de células que no fueron transferidas al 
andamio osteocondral (Figura 24). La formación de agregados es parte del 
proceso de condensación celular y es la primera etapa de la diferenciación 
condrogénica en monocapa, por lo que todos los esquemas de exposición 
parecen ser capaces de producir la diferenciación celular de Ad-MSCs hacia 
condrocitos. Sin embargo, es necesario realizar la evaluación de aquel 
esquema que logre una diferenciación sostenida y sin progresión hacia 





Figura 24. Ad-MSCs expuestas a medio de diferenciación. 
Se observaron condroesferas al día 7. 
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7.4.3 Evaluación de marcadores de diferenciación condrogénica. 
La evaluación del proceso de diferenciación de las Ad-MSCs hacia 
condrocitos se realizó mediante la medición de los niveles de expresión de 
ARNm de los principales marcadores propios de las etapas de diferenciación 
condrogénica y producción de matriz extracelular. 
 Los patrones de expresión de los ARNm fueron analizados mediante qPCR a 
diferentes tiempos de exposición a cada esquema de diferenciación con 
factores de crecimiento (Figura 25), donde la expresión de cada uno de los 
marcadores condrogénicos fue analizada en la Tabla 6. 
 
 
Figura 25. Análisis de expresión de marcadores de diferenciación condrogénica. 
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Todos los esquemas de exposición presentan un incremento en la 
expresión de SOX9 a partir de la etapa de diferenciación (día 12), 
la cual se mantiene relativamente estable durante los días de 
exposición, con una tendencia a disminuir a partir del día 26. 
COMP 
COMP presenta una alta expresión durante la etapa de pre-
diferenciación (día 9), la cual presenta un “reset” o disminución 
de sus niveles de expresión después de la transferencia del 
cultivo en monofase al cultivo 3D, para aumentar durante la etapa 
de síntesis de matriz (días 26 a 33) y disminuir al día 40. Diferencia 
significativa entre grupos determinada por ANOVA de una vía. 
ACAN 
Presenta un aumento de expresión en la etapa de síntesis de 
matriz a los 26 días, donde ACAN es uno de los principales 
componentes de la matriz, y su disminución posterior a los 33 y 
40 días. Diferencia significativa entre grupos determinada por 
ANOVA de una vía. Grupo 2 presenta diferencia significativa con 
respecto a los demás grupos (prueba de Tukey). 
COL2A1 
Similar a la expresión de ACAN, COL2A1 comienza su expresión a 
los 19 días y aumenta su expresión durante el periodo de síntesis 
de matriz a los 26 días, manteniéndose hasta los 33 días y 
disminuir a los 40 días. Diferencia significativa entre grupos 
determinada por ANOVA de una vía. Grupo 2 presenta diferencia 
significativa con respecto a los demás grupos (prueba de Tukey). 
 
Los patrones de expresión de marcadores condrogénicos indican que todos 
los grupos llevan a cabo un proceso de diferenciación condrogénica, sin 
embargo, el grupo 2 (FGF2>IGF1/TGFβ1>TGFβ1) presenta los mejores 
patrones de expresión de los componentes de matriz celular ACAN y 
COL2A1. 
Los grupos 3 y 4, con IGF1 como su principal componente, muestran una 
escasa expresión de marcadores de diferenciación, evidenciando el efecto 
sinérgico del uso de IGF1+TGF-β1(78), en la diferenciación de MSCs al 
fenotipo condrocítico, donde el uso de IGF1 como unidosis continua (grupo 
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4) muestra los menores  patrones de diferenciación, con escasa expresión de 
los componentes de matriz ACAN y COL2A1. 
7.4.4 Evaluación de marcadores de diferenciación hipertrófica. 
Los patrones de expresión de ARNm de marcadores hipertróficos fueron 
analizados por qPCR (Figura 26), y la expresión de cada uno de estos 
marcadores fue analizada en la Tabla 7. 
 
Figura 26. Análisis de expresión de marcadores de diferenciación hipertrófica. 
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El marcador osteogénico RUNX2 presenta un incremento durante 
el precondicionamiento con FGF2 (día 5) y mantiene una 
expresión relativamente estable durante los 40 días de cultivo. 
ALPL 
ALPL muestra expresión desde el cultivo de Ad-MSC sin 
tratamiento, y mantiene una baja expresión durante la 
diferenciación y síntesis de matriz, hasta aumentar al día 40. 
MMP13 
La expresión de MMP13 comienza a aumentar a partir del día 19 de 
exposición, con un máximo de expresión entre los 26 y 33 días de 
cultivo y disminuye a los 40 días. Diferencia significativa entre 
grupos determinada por ANOVA de una vía. 
COL10 
COL10 mantiene una baja expresión, con un aumento a partir del 
día 19, con una máxima expresión entre los 33 y 40 días. 
Diferencia significativa entre grupos determinada por ANOVA de 
una vía. 
COL1A2 
La expresión de COL1A2 se mantiene relativamente estable 
durante todo el periodo de exposición, con un aumento de 
expresión en el día 40. Diferencia significativa entre grupos 
determinada por ANOVA de una vía. 
SPP1 
SPP1 presenta un perfil de expresión similar a COL1A2, 
manteniendo una expresión reducida durante el proceso de 
exposición, con incremento hasta el día 40. Diferencia 
significativa entre grupos determinada por ANOVA de una vía. 
 
La expresión de marcadores de diferenciación osteogénica (hipertrofia) se 
observa en todos los esquemas de diferenciación, sin embargo, el grupo 2 
(FGF2>IGF1/TGFβ1>TGF-β1) expresa algunos de los niveles más bajos de 
expresión de dichos marcadores, con una baja expresión de ALP, MMP13 y 
COL1A2, principales componentes para el recambio de matriz hacia el tejido 
de fibrocartílago. El grupo 2 mantiene además uno de los mejores perfiles de 
expresión de marcadores condrogénicos, contrario al grupo 4 (FGF2>IGF1), 
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el cual expresa los menores niveles de marcadores hipertróficos, sin 
embargo, posee una muy pobre diferenciación al fenotipo condrocítico. 
 
 
7.4.5 Evaluación del marcador mesenquimal. 
Durante el proceso de diferenciación de las Ad-MSCs hacia condrocitos se 
evaluó la expresión del marcador mesenquimal THY1 (CD90), mediante sus 
niveles de expresión de ARNm (Figura 27). 
 
 
La expresión de THY1 (CD90) se observa durante el crecimiento de las células 
mesenquimales sin tratamiento (día 0), con un aumento en su expresión 
Figura 27. Análisis de expresión del marcador mesenquimal CD90 
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durante el precondicionamiento con FGF2 y una posterior disminución de 
este al retirar FGF2 durante la fase de diferenciación, con un aumento 
posterior en los días de exposición (día 20 a 40). 
 
7.4.6 Evaluación histológica. 
Para evaluar la migración celular dentro del andamio osteocondral y la 
producción de matriz extracelular generada por las Ad-MSCs diferenciadas 
mediante los de los esquemas propuestos, se llevó a cabo evaluación 
histológica de los andamios bifásicos mediante las tinciones de H&E y 
Tricrómico de Masson, cuyos resultados se muestran a continuación. 
 
7.4.6.1 Análisis de migración. 
Se observo el patrón de migración de las Ad-MSCs, pre-diferenciadas a 
condrocitos, dentro del andamio bifásico mediante H&E a los 3 días de 
cultivo posteriores a que dichas células fueran sembradas en el andamio. La 
fase superior (condral) y la fase inferior (ósea) pueden ser observadas en el 
corte longitudinal de los andamios, con bordes bien delimitados (línea 
punteada). Las células pueden ser localizadas por la coloración oscura de 
sus núcleos (flechas azules), encontrándose localizadas en las lagunas 
vacías de la matriz de cartílago descelularizada de la fase condral. Por su 
parte, la fase ósea presenta solo lagunas vacías (flechas rojas) (Figura 28 y 












Estos resultados indican que, a pesar de los poros generados, y las 
condiciones de cultivo, las cuales permiten la migración de células dentro de 
todo el andamio, las células pre-diferenciadas se mantienen dentro de la fase 
condral, específicamente dentro de los fragmentos de matriz de cartílago. 
 
Las células introducidas en el andamio migran y se colocan en los espacios 
vacíos correspondientes a las lagunas condrales donde se depositaban los 
condrocitos correspondientes al cartílago nativo antes de ser descelularizado 
(descelularización completa comprobada por H&E). Las células se presentan 
Figura 29. Análisis de migración celular dentro de fase condral. 
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en grupos de 1 y 2 células por laguna, configuración similar a los grupos 
isógenos encontrados en el cartílago nativo, lo cual evidencia la preferencia 
de estas células diferenciadas por el material bioactivo de matriz de cartílago 
descelularizada, adoptando una conformación celular similar a la del tejido de 
cartílago nativo. 
 
7.4.6.2 Análisis de formación de matriz de novo. 
La formación de matriz de novo, generada por las Ad-MSCs diferenciadas con 
los esquemas de exposición, fue analizada mediante tinción histológica con 
H&E a diferentes tiempos de incubación en los andamios. 
La tinción de H&E evidencia las zonas correspondientes a la matriz de 
cartílago añadida como material bioactivo a los andamios 3D (grandes 
bloques de tejido con lagunas condrocíticas), así como la formación de novo 
de material amorfo de características acidófilas (rosado pálido), el cual 
incrementa conforme al tiempo de cultivo de las células en los esquemas de 
exposición, creando un tejido de relleno o tejido de reparación hipocelular el 
cual une las partículas de la matriz de cartílago, formando un tejido más 
homogéneo de características similares al cartílago nativo (Figura 30). 
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Figura 30. Generación y recambio de matriz extracelular (H&E). 
 
 
Por su parte, la fibroína utilizada como material adhesivo para mantener 
unidos los fragmentos de cartílago, generar poros y mantener unidas la fase 
ósea y de cartílago, presenta una degradación continua con el tiempo, 
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encontrándose trazas de esta al día 40. Conforme la fibroína comienza su 
degradación, esta se ve reemplazada por la formación de la matriz 
extracelular de novo, lo cual indica la biodegradabilidad del andamio, el cual 
se espera sea totalmente degradado y reemplazado por matriz similar al tejido 
de cartílago nativo al ser usado como implante medico en los pacientes. 
No se observa ninguna diferencia significativa en la formación de matriz 
extracelular entre los grupos de exposición, sin embargo, es necesario 
analizar las propiedades de la matriz generada. 
 
 
7.4.6.3 Análisis de formación de colágeno e hipertrofia. 
Los niveles de colágeno, así como la calcificación (hipertrofia) de la matriz 
extracelular generada por las Ad-MSCs, fue analizada mediante tinción 
histológica con Tricrómico de Masson a los diferentes tiempos de incubación 
en los soportes tridimensionales. 
Mediante la tinción con Tricrómico de Masson se puede observar un 
recambio en la composición de la matriz extracelular durante el proceso 
hipertrófico, el cual comienza para la mayoría de los grupos a partir del día 
33. El colágeno producido en la matriz extracelular, así como el colágeno 
perteneciente a la matriz de cartílago comienza a disminuir en intensidad 
(color azul) conforme el tiempo, mientras que comienza a aumentar la 
cantidad de matriz teñida por la fucsina escarlata (color rojo), indicando una 
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Figura 31. Generación y recambio de matriz extracelular (Tricrómico de Masson). 
remodelación de la matriz extracelular y modificación de la matriz añadida, 





El grupo 2 (FGF2>IGF1/TGFβ1>TGF-β1) es el único que mantiene una matriz 
de colágeno relativamente estable hasta el día 33, con un aparente comienzo 
de proceso fibrótico poco antes el día 40, mientras que en los grupos 1,3,4,5 y 
6 comienza desde los 33 días y a los 40 de observa una escasa cantidad de 
colágenos y alto nivel de tejido de fibrocartílago. 
El grupo 2 no solo mantiene los mejores patrones de expresión de 
marcadores de expresión de diferenciación condrogénica y disminuidos 
marcadores de diferenciación hipertrófica, sino que a nivel histológico 

















Las propiedades nativas del cartílago articular, como su característica 
aneural, alinfática y avascular, así como su baja celularidad generan una 
deficiente capacidad de regeneración, especialmente ante daños de gran 
extensión que involucren áreas de cartílago y hueso subcondral. Este tejido 
se encuentra formado a partir de la matriz celular secretada por los 
condrocitos, los cuales son células secretoras de matriz extracelular, 
encargados de la formación del cartílago, sin embargo, después de su 
maduración progresan a un estado senescente, sin producción de nueva 
matriz celular, limitando aún más la reparación natural del tejido. 
A pesar de ser un tejido generado por un solo linaje celular, y componentes 
bien caracterizados, el cartílago articular se encuentra formado por múltiples 
zonas con características celulares, proteicas y arreglo tridimensional 
diversos, produciendo un tejido complejo, difícil de simular (2,3), y cuyos 
abordajes clínicos actuales carecen de un efecto a largo plazo, debido a la 
progresión del tejido reparado hacia un tejido de fibrocartílago el cual carece 
de las propiedades del tejido de cartílago nativo.  
Las condiciones antes descritas generan un verdadero reto médico al tratar 
de lograr una regeneración estable del daño articular, buscando nuevas 
alternativas a través de la ingeniería de tejidos y el uso de células troncales.  
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Las células troncales se encuentran de manera natural en diversos tejidos del 
organismo y cuentan con la capacidad de diferenciarse hacia linaje 
condrocítico mediante su estimulación a través de factores de crecimiento, 
interacciones célula-célula o célula-matriz. Sin embargo, debido a que el 
cartílago embrionario funciona como un templado temporal para la formación 
de los huesos largos, los condrocitos formados a partir de células 
mesenquimales continúan con esta progresión hipertrófica, tratando de 
generar un tejido óseo en lugar de mantenerse como cartílago estable. 
Es por esto que para lograr una diferenciación a un fenotipo estable de 
condrocitos, es necesaria una combinación precisa de factores 
condrogénicos y un microambiente condrocítico adecuado, lo cual se logró 
desarrollar en el presente proyecto, mediante la utilización de esquemas de 
exposición con factores de crecimiento específicos de la etapa de 
diferenciación, el uso de concentraciones adecuadas y un microambiente 
tridimensional con propiedades que estimulen diferenciación y estabilidad de 
los condrocitos generados.  
 
8.1 Aislamiento y estandarización de cultivo celular Xeno-Free 
Se decidió realizar el aislamiento de células mesenquimales derivadas de 
tejido adiposo (Ad-MSC), ya que el tejido adiposo es uno de los más 
fácilmente accesibles y del cual se obtiene un número relativamente alto de 
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células mesenquimales con capacidad de diferenciación, sin problemas de 
consideración ética (45). 
Las células obtenidas mediante nuestro método de aislamiento enzimático 
presentaron las características necesarias para ser consideradas como 
células mesenquimales según los criterios de identificación dictados por la 
Sociedad internacional para Terapia Celular (ISCT)(92), entre los que se 
encuentran: 
• Adherencia al plástico en condiciones normales de cultivo. 
• Expresión de marcadores CD105, CD73, y CD90. 
• No expresión de los marcadores CD45, CD34 ni CD14. 
• Diferenciación a osteoblastos, adipocitos y condrocitos. 
Dichos criterios fueron analizados en colaboración con la Dra. Nidia Karina 
Moncada Saucedo y la Dra. Vanessa Pérez Silos (93,94). 
La capacidad de proliferación de las Ad-MSCs obtenidas fue analizada tanto 
en suero humano (SH) como suero bovino fetal (SBF), encontrando una 
mayor capacidad de proliferación al cultivarse en condiciones con SH. El uso 
de SH permite mantener las células en condiciones de cultivo xeno-free, 
libres de componentes animales, manteniendo sus características de baja 
respuesta inmunogénica y disminuido riesgo de rechazo por parte del 
huésped al no utilizar componentes animales. Los componentes del SBF 
pueden ocasionar una reacción inmune en el organismo huésped de las 
células mesenquimales, por lo que el uso de SH permite un mejor abordaje 
clínico de las células obtenidas. Además de esto, el uso de SBF modifica las 
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vías de señalización propias de las células mesenquimales, pudiendo 
modificar la respuesta a la estimulación de las células obtenidas. 
 
8.2 Evaluación de multipotencialidad 
A pesar de la identificación mesenquimal de las células obtenidas de tejido 
adiposo mediante los criterios de la ISCT, se decidió evaluar el estadio 
indiferenciado de las mismas al pasaje 3, siendo este el mínimo pasaje celular 
en el cual logramos contar con suficiente número de células para llevar a 
cabo los experimentos, sin exponer las células a tiempos prolongados de 
cultivo. Esto es debido a que las células mesenquimales tienden a perder su 
estadio indiferenciado después de múltiples pasajes por cultivo celular, con 
lo cual pierden su capacidad de diferenciación (95). 
La positividad de los marcadores NANOG, SOX2 y OCT3/4 indican la 
capacidad multipotencial de las células obtenidas, permitiendo que las 
mismas puedan ser diferenciadas a los linajes derivados de su capa 
germinativa. El análisis de SSEA4 se utilizó como control negativo ya que es 
un marcador especifico de células embrionarias las cuales no son 
encontradas en adultos (42). 
Mientras que la expresión de OCT3/4 se observa claramente en el núcleo 
celular, actuando probablemente como factor de transcripción para regular el 
estadio indiferenciado de las Ad-MSCs, la presencia de SOX2 parece 
observarse tanto en núcleo como citoplasma, mientras que NANOG se 
observa de forma localizada en gránulos dentro del citoplasma. Esto 
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concuerda con otros autores, donde dichos factores pueden ser encontrados 
dentro o fuera del núcleo, cumpliendo funciones todavía indefinidas pero aun 
así ayudando a mantener el estadio indiferenciado de las Ad-MSCs (39). 
 
8.3 Fabricación de andamios bifásicos 
El diseño de los andamios bifásicos osteocondrales se llevó a cabo por la 
Dra. Nidia Karina Moncada Saucedo para su proyecto de tesis (96). Estos 
andamios cuentan con una fase superior que simula el tejido de cartílago, la 
cual se encuentra compuesta de fibroína de seda y matriz de cartílago bovino 
descelularizada, mientras que la fase inferior simula el hueso subcondral y se 
compone de matriz ósea descelularizada. 
La fase de cartílago se llevó a cabo mediante la descelularización de matriz 
de cartílago bovino mediante el uso de buffers hipotónicos (97,98), siendo 
estandarizado por la Dra. Moncada (94) para lograr una eficiente remoción del 
componente celular, mientras conserva sus componentes de matriz de 
cartílago. La matriz de cartílago descelularizada es un componente bioactivo 
que ayuda a la recreación del microambiente condral y favorece la 
diferenciación de las Ad-MSCs al linaje condrocítico. Este material ha 
demostrado promover migración, adhesión, biocompatibilidad y moléculas de 
señalización (colágeno tipo II) que ayudan a la diferenciación condrocitica de 
las células mesenquimales (94,99) y ha sido utilizado por múltiples autores 
debido a las características antes mencionadas, utilizando matriz de cartílago 
de res, o cerdo (100). El proceso de descelularización permite una menor 
99 
 
respuesta antigénica, pero que pueden ser reemplazadas por matriz de 
cartílago humano descelularizado (cadavérico) para disminuir aún más las 
posibilidades de una reacción de rechazo. 
La fibroína de seda, por su parte, es una proteína natural que posee 
características biofísicas que la hacen adecuada para su uso como parte de 
un soporte sometido a carga mecánica en múltiples aplicaciones biomédicas 
y biotecnológicas, con características de compatibilidad biológica, fuerza 
mecánica, adhesión y biodegradabilidad (100), siendo utilizada, sola o en 
conjunto con otros materiales para la fabricación de múltiples tipos de 
andamios para la regeneración de tejido (101). 
El andamio bifásico cuenta, además de la fase de cartílago, con una fase 
inferior de matriz ósea descelularizada (chips de hueso). La descelularización 
de la matriz ósea se llevó a cabo mediante el uso de agua caliente y peróxido 
de hidrogeno lo cual permite remover células y componentes proteicos de la 
matriz ósea (103), con la cual obtuvimos una descelularización del 93% 
considerada como un porcentaje adecuado para su uso como implante 
medico (>90%) (102) y se encuentra siendo actualmente utilizada como 
tratamiento para descelularización de hueso humano para trasplantes por 
parte del Banco de Hueso y Tejido del Hospital Universitario Dr. José 
Eleuterio González, permitiendo obtener un soporte mineralizado con bajo 
efecto inmunogénico el cual nos permite soportar la fase condral del andamio 
en el sitio de la lesión y permite su integración con el tejido adyacente, al 
mismo tiempo la regeneración del hueso subcondral. 
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La utilización de andamios bifásicos osteocondrales ha sido explorada por 
otros autores, como Ding et al. Y Ribeiro et al. Utilizando materiales similares 
(fibroína de seda), sin el uso de matriz de cartílago y encontrando que esta 
combinación de fases es benéfica para el proceso de regeneración y 
diferenciación condrocitica. 
Ambas fases del andamio bifásico, permiten una posible regeneración 
simultanea de hueso y cartílago (104), generando un microambiente 
apropiado para la diferenciación de las células mesenquimales en la fase de 
cartílago.  Por su parte, el andamio generado, por sí mismo, posee una 
resistencia mecánica similar a la del cartílago humano (450-800 kPa) y una 
correcta integración con el tejido adyacente en modelos porcinos de daño 
articular (93). 
 
8.4 Exposición secuencial a factores de crecimiento 
La diferenciación de células mesenquimales hacia otros linajes celulares, 
incluyendo condrocitos, es usualmente llevada a cabo mediante el uso de 
factores de diferenciación, los cuales son moléculas solubles que se unen 
receptores de membrana y activan las vías de señalización para dirigir la 
diferenciación hacia el fenotipo deseado (92). Sin embargo, su uso en 
combinaciones o en exposición secuencial es una metodología poco 
estudiada. 
El mantenimiento de la diferenciación condrogénica es uno de los mayores 
retos de la ingeniería de cartílago, ya que hasta la fecha no se dispone de una 
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estrategia que logre una diferenciación estable que pueda ser utilizada para 
fines clínicos, ya que estas células suelen progresar hacia el proceso 
hipertrófico. 
Para este proyecto se decidió investigar el uso esquemas de diferenciación, 
con la combinación simultánea y uso secuencial de algunos de los factores 
de diferenciación más prometedores para lograr una diferenciación 
condrocitica estable, llevado a cabo en andamios tridimensionales bifásicos 
que simulan el microambiente condral. Modulando de esta forma el proceso 
de diferenciación por moléculas solubles y a su vez regular el microambiente 
celular para tratar de lograr esta estabilidad del fenotipo condrocítico. 
Según lo esperado, todos los esquemas probados logran la diferenciación de 
Ad-MSC hacia un fenotipo similar a condrocitos, sin embargo, existen 
diferencias entre los grupos según el orden y la concentración de los factores 
de crecimiento utilizados.  
Mediante este abordaje, se logró generar un esquema de diferenciación capaz 
de generar un fenotipo condrocítico más estable que aquellos obtenidos por 
los métodos tradicionales de diferenciación mediante una dosis sostenida de 
un solo factor de crecimiento. Logrando un mantenimiento del fenotipo y 
matriz celular hasta el día 33 de exposición a los esquemas de diferenciación 
en el grupo 2 (FGF2>IGF1/TGFβ1>TGFβ1), tanto a nivel de marcadores de 
ARNm como a nivel histológico. 
La utilización de FGF2 en etapa temprana aumento la capacidad de 
proliferación celular de las Ad-MSC, mientras que se logró utilizar el potencial 
sinérgico de la combinación simultanea de IGF1 y TGFβ1, como un método 
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para mejorar la eficiencia de diferenciación (78,105), donde IGF1 promueve la 
síntesis de matriz extracelular y TFGβ1 ayuda a inhibir el proceso de 
osificación endocondral (4,80,81). 
Se analizó también el mantenimiento de dosis bajas de TGFβ1 (1ng/mL) lo 
cual ha demostrado inhibir aún más el proceso de osificación endocondral en 
células en monocapa (4), sin embargo en nuestro modelo, esta concentración 
es insuficiente para mantener la estimulación condrogénica en el esquema de 
diferenciación. Esto puede ser debido a posibles causas, como: 
• Degradación del factor de crecimiento. 
• Falta de difusión al interior del andamio tridimensional. 
• Relación entre concentración y cantidad celular insuficiente. 
 
El mantenimiento continuo de una concentración alta de TGF-β1 (10ng/mL) en 
el esquema propuesto, logra mantener una alta capacidad de diferenciación 
condrogénica mientras muestra una disminuida hipertrofia celular, aun bajo 
tiempos prolongados de cultivo, conservando gran parte de los componentes 
colágenos, lo que concuerda con lo propuesto por Kim et al. (106). 
 
Por su parte, el marcador mesenquimal CD90, el cual se esperaba presentara 
una disminución conforme se lleva a cabo el proceso de diferenciación (92), 
mostró un comportamiento diferente a lo esperado, concordando con lo 
encontrado por Gotterbarm et al (35), donde la adición de FGF2 al medio de 




En el presente trabajo se analizó el proceso de diferenciación condrogénica 
mediante la modulación del microambiente y la estimulación con factores de 
diferenciación, sin embargo existen algunos otros abordajes que podrían se 
explorados a futuro en conjunto con nuestro modelo propuesto, como lo es el 
uso de estimulación mecánica de los andamios durante su tiempo de cultivo, 
así como el uso de mecanismos de liberación controlada de los factores de 
crecimiento en el andamio bifásico (100).  
El análisis del proceso de diferenciación condrogénica puede ayudar a 
entender dicho proceso y la futura experimentación con el uso de factores de 

















• Se logró establecer un método de aislamiento de Ad-MSC altamente 
eficiente, en condiciones xeno-free, con un alto rendimiento en la 
obtención de celulas y con caracteristicas adecuadas para su uso 
clinico. 
• El cultivo celular aislado y expandido, muestra los marcadores de 
pluripotencialidad OCT3/4, SOX2 y NANOG, demostrando que las 
celuas aisladas mantienen su estadio indiferenciado durante el pasaje 
utilizado para su diferenciación. 
• Se logro realizar la construcción de andamios bifásicos 
osteocondrales, con una fase ósea que brinda soporte a la fase 
condral; la cual emula el microambiente propio de los condrocitos 
nativos y posee resistencia mecanica a la compresion. 
• Se estableció un esquema de uso de factores de crecimiento 
(FGF2(10ng/mL)>IGF1(100ng/mL)/TGFβ1(10ng/mL)>TGFβ1(10ng/mL) el 
cual permite generar una eficiente condrogénesis y una disminuida 
progresión hipertrófica, aunado al uso de cultivo en andamio bifásico 
3D el cual permite el establecimiento de las células y su uso como 
implante para lesiones osteocondrales, con cualidades apropiadas 
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Anexo I. Condiciones de cultivo celular de las líneas Ad-MSC 
Composición medio DMEM suplementado: 
• Medio DMEM. 
• Suero humano (10%). 
• Penicilina/Estreptomicina (100U/mL y 100µg/mL). 
 
Procedimiento de descongelamiento: 
1- Descongelamiento del vial con las células en baño de agua a 37°C. 
2- Centrifugar el vial a 600xg y desechar el sobrenadante para eliminar 
el DMSO. 
3- Resuspender las células en 1mL de medio DMEM suplementado y 
colocarlo en un frasco de cultivo de 25cm2. 
4- Añadir 5mL del medio de cultivo al frasco con la suspensión de 
células. 
5- Incubar a 37°C con una atmosfera al 5% de CO2. 
6- Realizar la observación diaria de la línea celular y verificar su 
adherencia a la placa. 
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7- Una vez adheridas realizar el cambio de medio cada 
aproximadamente cada 48h según la confluencia de las células. 
 
Procedimiento de cambio de medio: 
1- Retirar todo el medio viejo de cada frasco de cultivo con una pipeta 
y desecharlo. 
2- Añadir 6mL de medio DMEM suplementado nuevo a cada frasco. 
3- Incubar a 37°C y 5% de CO2 hasta confluencia mayor o igual al 80%. 
 
Procedimiento de resiembra (Confluencia mayor o igual al 80%): 
1- Retirar por completo el medio viejo de cada frasco de cultivo y 
desecharlo. 
2- Añadir 2mL de solución de tripsina/EDTA a cada frasco de cultivo, 
homogeneizar suavemente por agitación e incubar a 37°C por 5 min. 
3- Asegurar la resuspensión de todas las células rociando el interior 
del frasco de cultivo con la misma solución de tripsina de la placa 
varias veces. 
4- Tomar la solución de tripsina con las células y transferirla a un tubo 
de 15mL. 
5- Añadir la misma cantidad de medio DMEM suplementado que la 
cantidad de tripsina recolectada en el tubo de 15mL, para realizar la 
neutralización de la tripsina. 
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6- Homogenizar perfectamente subiendo y bajando el líquido con una 
pipeta, al menos 15 veces. 
7- Centrifugar a 2000xg por 5 minutos. 
8- Desechar el sobrenadante sin resuspender el botón celular. 
9- Resuspender el botón celular en medio DMEM suplementado, 
dependiendo de la cantidad de células que se deseen resembrar. 
10-Añadir un volumen determinado a cada frasco de cultivo y adicionar 
DMEM suficiente para cubrir por completo el fondo del frasco de 
cultivo 
11-Incubar a 37°C y 5% de CO2. 
 
Procedimiento de cuenta de número de células: 
1- Homogenizar perfectamente la suspensión de células previamente 
tripsinizadas y neutralizadas. 
2- Tomar 10µL de la suspensión y transferirlos a un tubo de 0.2mL 
3- Añadir al tubo 60µL de medio DMEM suplementado, sin células. 
4- Añadir al tubo 10µL de azul de tripano y homogenizar la mezcla 
subiendo y bajando el líquido con micropipeta al menos 20 veces. 
5- Tomar 10µL de la mezcla y depositarlo en una cámara de Neubauer 
con cubre hematímetro por capilaridad. 









Procedimiento de congelamiento de línea celular: 
1- Despegar las células del frasco de cultivo utilizando una solución de 
tripsina/EDTA e incubando a 37°C por 5 minutos. 
2- Transferir las células resuspendidas a un tubo de 15mL. 
3- Añadir una cantidad equivalente de medio DMEM suplementado a la 
cantidad de tripsina en el tubo de 15mL. 
4- Centrifugar a 2000xg por 5min. 
5- Descartar el sobrenadante sin resuspender el botón de células. 
6- Resuspender el botón celular en 1.8mL de suero bovino fetal y 
0.2mL de DMSO. 
7- Añadir 1mL de la suspensión de celular a cada criovial. 
8- Congelar las células en el criovial directamente a -80°C, o 








Anexo II. Tinción histológica de Hematoxilina & Eosina (H&E) 
 
1. Una vez desparafinados y rehidratados los cortes se colocan en 
solución de hematoxilina por 2 min. 
2. Realizar dos lavados con agua potable y agua destilada. 
3. Hacer una inmersión rápida en alcohol ácido 
4. Lavar dos veces con agua potable y agua destilada. 
5. Sumergir 2 veces las laminillas en agua amoniacal. 
6. Enjuague lento con agua potable y agua destilada. 
7. Hacer 6 inmersiones rápidas en colorante eosina. 
8. Deshidratar en etanol al 96%, etanol absoluto, etanol-xilol por 15 s cada 
uno. 













Anexo III. Tinción histológica de Tricrómico de Masson 
1. Una vez desparafinados e hidratados los cortes se colocan en solución 
de Bouin durante toda la noche a temperatura ambiente. 
2. Lavar las laminillas con agua potable hasta que desaparezca el color 
amarillo y enjuagar con agua destilada. 
3. Teñir los núcleos con hematoxilina férrica de Geiger por 10 min. 
4. Lavar con agua potable por 5 min, y enjuagar con agua destilada. 
5. Teñir en solución de fucsina/escarlata por 10s.  
6. Lavar en agua destilada hasta que deje de teñirse. 
7. Sumergir en solución de ácido fosfotúngstico/fosfomolíbdico por 10 
min.  
8. Enjuagar brevemente en agua destilada. 
9. Teñir con azul de anilina por 2 min. 
10. Lavar con agua destilada hasta que deje de teñirse. 
11. Hacer una inmersión de 15 s en ácido acético acuso al 1%. 
12. Deshidratar en etanol al 96%, etanol absoluto, etanol-xilol por 15 s 
cada uno. 
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